(12) NACH DEM VERTRAvi UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
1. April 2004 (01.04.2004) 




PCT 



i urn imimi ii nim inn urn mil mi i u in urn urn uiu urn nui mi nmn mi mi mi 

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 2004/027062 A2 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12N 15/11, 

A61K 38/00, C12Q 1/68 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE2003/003028 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

12. September 2003 (12.09.2003) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

102 42 319.9 12. September 2002 (12.09.2002) DE 

(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
von US): AVONTEC GMBH [DE/DE]; Humboldtallee 
23, 37073 Gottingen (DE). 

(72) ErEnder; und 

(75) Erflnder/Anmelder (nur fiir US): CATTARUZZA, 
Marco [DE/DE]; Forsterweg 5, 37077 Gottingen (DE). 
HECKER, Markus [DE/DE]; Henri -Dunant-Str. 44d, 
37075 Gottingen (DE). 

(74) Anwalte: BETTENHAUSEN, Berthold usw.; Dehmel & 
Bettenhausen, Patentanwalte, Herzogspitalstr. 11, 80331 
MUnchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, 
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, 
MW, MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, 
SC, SD, SE, SG, SK, SL, S Y, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, 
UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, 
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, 
FT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI-Patent (BF, BJ, CF, CG, 
CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Veroffentlicht: 

— ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu ver- 
bffentlichen nach Erhalt des Berichts 

TUtr Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab- 
kiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 



< 



(54) Title: FUNCTIONAL CORRECTION OF THE - 78& C/T VARIANCE OF THE HUMAN ENOS GENE 

(54) Bezeichnung: FUNKTIONELLE KORREKTUR DER -786 C/T-VARIANZ DES HUMANEN ENOS-GENS 

-871 CT6GTGTACCCCACCTGCA TTCTGGGAA CTGTAGTTTCCCTAGTCCCCCA 

STAT T 

-821 TGCTCCCACCAGGGCATCAAGCTCTTCCCTGGCCGGC TGACCCT GCCTCA 
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(57) Abstract: The invention relates to decoy oligonucleotides having the nucleic acid sequence according to SEQ ID Nos. 1 to 34 
and to their use as medicaments. The invention also relates to a method for diagnosing the - 786 C/T variance in the eNOS gene. 

(57) Zusammenf assung : Die vorliegende Erfindung betrifft Decoy -Oligonucleotide mit der Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID 
NO:l bis 34 sowie deren Venvendung als Arzneimittel. Femer betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Diagnose der 
-786C/T-Varianz im eNOS-Gen. 
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Funktionelle Korrektur der 



-786, 



C/T-Varianz des humanen giVOS-Gens 



Die vorliegende Erfindung betrifft Decoy-Oligonukleotide mit der Nukleinsauresequenz gemaB 
SEQ ID NO:l bis 34 sowie deren Verwendung als Arzneimittel. Femer betrifft die vorliegende 
1 0 Erfindung ein Verfahren zur Diagnose der ~ 786 C/T-Varianz im eNOS-Gen. 

Ein wesentliches Ziel der Dechiffnerung des menschlichen Genoms ist es, krankmachende Gene 
(aufgrund der Wirkungsweise ihrer Produkte) bzw. krankmachende Ver2nderungen in der 
Struktur dieser Gene (Polymorphismen) zu identifizieren und einem Krankheitsbild zuzuordnen. 

15 Damit riickt die Kausaltherapie einer Vielzahl von Erkrankungen in greifbare Nahe, wenn man 
akzeptiert, dass diese durch eine definierte Anzahl von zu stark, zu schwach oder fehlerhaft 
exprimierten Genprodukten verursacht sind. Wahrend fur bestimmte Erbkrankheiten (z.B. 
Mukoviszidose) der in der Regel singulare Gendefekt (monogenetische Erkrankung) bereits 
bekannt ist, stellt sich die Situation fur polygenetische Erkrankungen (z.B. Atherosklerose) 

20 wesentlich komplexer dar. So pradestiniert zwar das Zusammentreffen verschiedener Gendefekte 
die betroffenen Personen flir die Erkrankung, diese entwickelt sich aber erst bei Exposition 
gegeniiber bestimmten Umweltfaktoren. Ungeachtet dessen bietet der gezielte Eingriff in die 
Expression eines oder mehrerer Gene auch bei polygenetischen Erkrankungen die Chance einer 
ursachen- und nicht lediglich symptombezogenen Therapie. 



Die Atherosklerose mit ihren primaren Folgeerkranlamgen Herzinfarkt, Herz- und 
Niereninsuffizienz sowie dem Schlaganfall ist in den Industrienationen fur mehr als 50% aller 
Todesfalle verantwortlich, wobei diese Tendenz weiter zunimmt. Im Jahr 2020 werden 
Atherosklerose-bedingte Herz-Kreislauferkrankungen, nicht zuletzt aufgrund der steigenden 

30 Lebenserwartung, weltweit die haufigste Todesursache darstellen. Neben der vermuteten 
genetischen Pradisposition zahlen Bluthochdruck, Hypercholesterolamie, Rauchen und Diabetes 
(Typ I und II) zu den primaren Risikofaktoren der Atherosklerose. Diese konnen mit Ausnahme 
der Pradisposition und dem (Zigaretten)Rauchen medikamentSs behandelt werden, wobei diese 
Behandlung in der Regel erst dann einsetzt, wenn die betroffenen Personen symptomatisch 

35 geworden sind, d.h. bereits manifeste atheromatose Plaques in den Wanden der Arterien, 
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insbesondere der HerzkranzgefaBe, der Karotiden und CerebralgefUBe sowie den NierengefaBen 
aufweisen. Oft bleibt als Therapieoption zur Venneidung eines zerebralen, myokardialen oder 
renalen Infarktes nur die Aufdehnung der blockierten Arterien mit Hilfe eines Ballonkatheters 
mit und ohne anschlieBende Platzierung einer GefaBstutze (Stent) oder die Bypass-Operation, bei 
5 der die blockierte Arterie mit Hilfe eines autologen Arterien- oder Venensegments umgangen 
wird. Ein Problem dieser EingrifFe ist neben der hohen Wiederverschlussrate des behandelten 
GefaBes (circa 30% ftir den Ballonkatheter/Stent nach 6-12 Monaten und circa 50% ftir den 
aortokoronaren Venenbypass nach 1-5 Jahren) die Tatsache, dass e& sich bei der Atherosklerose 
um eine systemische Grunderkrankung handelt, die sich jederzeit in einem zuvor noch nicht 
1 0 betrofifenen GefaBabschnitt manifestieren kann. 

Ein noch groBeres medizinisches Problem stellen, weniger im Hinblick auf die Mortalitat 
sondern vielmehr die hiermit assoziierte Morbiditat und die unter Umstanden lebenslange 
Therapie betreffend, chronische EntzOndungs- bzw. Autoimmunerkrankungen dar. Dariiber 

15 hinaus verursachen die bei diesem Patientenkreis in der Regel systemisch verabreichten, stark 
wirksamen Entziindungshemmer wie Glukokortikoide (z.B. Prednison), Immunsuppressiva (z.B. 
Cyclosporin A) und Antimetabolite (z.B. Azathioprin) zum Teil gravierende Nebenwirkungen. 
Hierzu zahlen insbesondere Myelotoxizitat, Neurotoxizitat, Nephrotoxizitat, 
Stoffwechselstorungen bis hin zur Induktion eines Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus, 

20 Infektionen und Malignome. Beispielsweise entwickeln 25% der Patienten mit rheumatoider 
Arthritis, die mit dem Zytostatikum Methotrexat behandelt werden, innerhalb von 2 Jahren eine 
schwere Leberzirrhose. Zu den zahlenmSBig bedeutendsten, chronischen Entzvindungs- bzw. 
Autoinmumerkrankungen zahlen die chronisch obstruktive Bronchitis und das Lungenemphysem 
(zusammengefasst als chronisch obstruktive Lungenerkrankugen oder COPD; Pravalenz in 

25 Deutschland 4-7%), die Schuppenflechte (Psoriasis; 2-3%), die rheumatoide Arthritis 
(chronische Polyarthritis; 0,8%) und der Insulin-abhangige Diabetes mellitus (Typ I; 0,5%). 
Diesen Erkrankungen liegt, mutmaBlich auf dem Boden verschiedener genetischer 
Pradispositionen, eine Immunregulationsst6rung im Siime einer xibermaBigen Aktivierung von 
T-Helferzellen des Typs 1 (Thl) zugrunde. 

30 

Auch in der Pathogenese der Atherosklerose spielt die Infiltration dieser Immunzellen in die 
GefaBwand eine wichtige Rolle. Weitere Beispiele fur eine trberaktivierung von Thl-Zellen sind 
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die TransplantatabstoBung, die Kontaktdermatitis sowie persistierende Folgeerkrankungen 
bakterieller oder viraler Infektionen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde Mittel ftir eine Prevention, 
5 Therapie oder Diagnostik der genannten Erkrankungen zur Verfugung zu stellen. Die Aufgabe 
wird durch den in den Patentanspruchen definierten Gegenstand gel6st. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Figuren naher erlauterfe 

10 Figur 1 zeigt die Sequenz des humanen Stickstoffinonoxid(NO)-Synthase(ei^05)-Gens im 
Bereich der T zu C Transition an Position -786. Die unterstrichenen Basen kennzeichnen die 
Konsensusbindungsstellen fur zwei bekannte Transkriptionsfaktoren. 

Figur 2 zeigt in Balkendiagrammen die fehlende Stimulierbarkeit der eNOS-Expression auf (A) 
15 mRNA (n=8-12) und (B) Proteinebene (n=3) in kultivierten Endothelzellen, die aus der 
Nabelschnurvene von Spendern mit ~ 786 C/C-Genotyp isoliert worden waren, im Vergleich zu 
Endothelzellen von Spendern mit ~ 786 C/T und insbesondere ~ 786 T/T-Genotyp. Dargestellt ist die 
prozentuale Steigerung der Expression in Zellen, die ftir 24 Stunden (mKNA) bzw. 36 Stimden 
(Protein) in einem Kegel-Platte-Viskosimeter einer Wandschubspanung (WSS) von 30 dyn/cm 2 
20 ausgesetzt worden waren, im Vergleich zu Zellen desselben Spenders, die fur diesen Zeitraum 
uriter statischen Bedingungen inkubiert wurden (*P<0,05 im Vergleich zur statischen Kontrolle). 

Figur 3 zeigt in einem Balkendiagramm die Wiederherstellung der Schubspannungsinduktion der 
eNOS-Expression in kultivierten Endothelzellen von Spendern mit ~ 786 C/C-Genotyp, die fur 4 

25 Stunden mit einem C-Typ (SEQ ID NO:l) nicht aber mit einem T-Typ-Allel Decoy- 
Oligonukleotid (SEQ ID NO:3) vorbehandelt worden waren (Konzentration im Medium von 10 
|imol/l). Dargestellt ist die prozentuale Steigerung der rnRNA-Expression in Zellen, die fur 24 
Stunden in einem Kegel-PlatteiViskosimeter einer Wandschubspanung (WSS) von 30 dyn/cm 2 
ausgesetzt worden waren, im Vergleich zu Zellen desselben Spenders, die ftir diesen Zeitraum 

30 unter statischen Bedingungen inkubiert wurden (n=4; *P<0,05 im Vergleich zur statischen 
Kontrolle). 

Figur 4 (A) zeigt in einer graphischen Darstellung und einer reprSsentativen Western Blot- 
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Analyse die zeitabhangige Induktion der eNOS-Expression auf mRNA (statistische 
Zusammenfassung, n-3-10, *P<0,05 vs. nicht stimulierte Zellen) und Proteinebene durch IL-10 
(2 ng/ml) in kultivierten Endothelzellen von Spendern mit ~ 786 T/T-Genotyp, die zuvor 9 Stunden 
mit Vitamin D3 (10 nmol/1) vorbehandelt worden waren, um die Expression des IL-10 Rezeptors 
zu stimulieren. Fig. 4 (B) zeigt in einem Balkendiagramxn die fehlende Induktion der eNOS- 
Expression durch IL-10 unter ansonsten identischen experimentellen Bedingungen in kultivierten 
Endothelzellen von Spendern mit " 786 C/C-Genotyp (statistische Zusammenfassung, n=6, 
*P<0,05 vs. nicht stimulierte Zellen). 



iw Figur 5 zeigt in Balkendiagrammen die Auswirkungen der IL-10 (2 ng/ml) induzierten 
verstarkten eNOS-Expression auf die CD154~stimulierte (2xl0 5 Maus-Myelomzellen/ml) de 
novo Synthese von EL-12 p40 auf (A) mKNA und (B) Proteinebene tiber 6 Stunden in IL-10 
Rezeptor-exprimierenden kultivierten Endothelzellen von Spendern mit ~ 786 T/T bzw. ~ 786 C/T- 
Genotyp sowie deren Modulation mittels Blockade der eNOS-Aktivitat durch Nitroarginin. 

15 Statistische Zusammenfassungen der RT-PCR-Analysen (mit rpl32 als internem Standard; n=6) 
undELISA-Daten (n=6-10; *P<0,05 vs. CD154-stimulierteKontrollzellen). 

Figur 6 zeigt in einem Balkendiagramm die fehlende Hemmung der CD154-stimulierten IL-12 
p40-Expression in IL-10 Rezeptor-exprimierenden kultivierten Endothelzellen von Spendern mit 
20 ~ 786 C/C-Genotyp sowie deren Restaurierung durch Vorbehandlung der Zellen (4 Stunden, 10 
Hmol/1) mit dem C-Typ-AUel Decoy-Oligonukleotid (SEQ ID NO: 5). Statistische 
Zusammenfassung der RT-PCR-Analysen (mit rpl32 als intemem Standard; n=7-15, *P<0,05 vs. 
CD1 54-stimulierte Kontrollzellen). 



25 Figur 7 zeigt in graphischen Darstellungen exemplarisch die Ergebnisse der fur die 
Genotypisierung entwickelten Echtzeit-PCR/Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET)/DNA- 
Schmelzkurven-Analytik fur die drei Varianten des ~ 786 C/T-Polymorphismus des humanen 
eTVOS-Gens. 



30 Figur 8 zeigt schematisch zwei Varianten der Ech1zeit-PCR>TRET/DNA-Schmelzkurven- 
Analytik zur Diagnose der ~ 786 C/T-Varianz irn eNOS-Gen. Die eingekreisten Zahlen stehen fur 
die SEQ ID NO der erfindungsgemaBen Anker- bzw. Detektionsproben (FL, Fluorescein; LC 
640,LC-Red 640). 
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Der hier verwendete Ausdruck "Decoy-Oligonukleotid" oder "Cis-Element Decoy" bezeichnet 
ein doppelstrSngiges DNA-Molekul, das eine Sequenz aufweist, die der naturlichen 
Kembindungssequenz eines DNA-bindenen Proteins oder Proteinkomplexes im Genom 
5 entspricht oder ahnelt und an die das Protein oder der Proteinkomplex in der Zelle bindet. Das 
Cis-Element Decoy wirkt im Sinne der vorliegenden Erfindung somit als Molekiil zur 
kompetitiven Inhibierung (besser Neutralisierung) des Proteins oder Proteinkomplexes, das/der 
die Expression der eNOS 9 eines Gens mit einer nachgewiesenen wichtigen Schutzfunktion, bei 
Vorliegen des ~ 786 C/C-Genotyps blockiert und somit pradisponierend fur die Ausbildung der in 
10 den Patentanspriichen definierten Erkrankungen und Komplikationen wirkt. 

Der hier verwendete Begriff "C/T-Varianz" bezeichnet das Vorliegen einer heterozygoten oder 
homozygoten TzuC Transition an Position -786 des humanen eNOS-Gens. Demzufolge ist der 
hier verwendete Begriff "C/C-Genotyp" die homozygote TzuC Transition und der C/T-Genotyp 
1 5 die heterozygote T zu C Transition. 

Die Synthese von Stickstoffinonoxid (NO) durch die Endothelzellen der GefaJJwand spielt eine 
wichtige Rolle in der Regulation der Organdurchblutung . und in der Aufrechterhaltung der 
GefaBwandintegritat. Die letztgenaimte Wirkung von NO beruht insbesondere auf der Hemmung 

20 der Proliferation glatter GefaBmuskelzellen. Darilber hinaus inhibiert NO die Expression von 
Chemokinen und Zelladhasionsmolekulen im Endothel. Hierdurch wird bei entzundlichen 
Prozessen die Rekrutierung, Aktivierung und Transmigration von im Blut zirkulierenden 
Leukozyten unterdruckt. Insofern wird NO u. a. eine wichtige Rolle in der Prevention der 
Atherosklerose zugeschrieben, die nach heutigem Verstandnis eine chronisch rezidivierende 

25 Entzundungserkrankung der GefaBwand darstellt. 

Die NO-Bildung in den Endothelzellen wird von der so genannten endothelialen NO-Synthase 
(eNOS) katalysiert, der physiologisch wichtigste Reiz ftir die Aktivitat des Enzyms ist eine 
Veranderung der Wandschubspannung. Das ist die durch das stromende Blut auf die 
30 Endothelzellen, welche die Arterien und Venen innen auskleiden, ausgetibte viskose 
Zugspannung. So fiihrt ein Anstieg der Wandschubspannung, ausgelost durch eine Konstriktion 
des BlutgefaBes oder einen Anstieg des Blutflusses, zu einer Steigerung der NO- 
Synthaseaktivitat xind infolgedessen zu einer NO-vermittelten Vasodilatation, d.h. Zunahme der 



WO 2004/027062 




T/DE2003/003028 



Organdurchblutung. Neben dieser akuten Anderung der Enzymaktivitat fiihrt ein Anstieg der 
Wandschubspannung mittelfristig auch zu einer verstarkten Expression der NO-Synthase in den 
Endothelzellen. Bedingt durch die standigen lokalen Anderungen der Wandschubspannung ist 
die schubspannungsinduzierte Induktion (besser Aufrechterhaltung) der NO-Synthase- 
5 Expression von entscheidender Bedeutung fiir die NO-Synthesekapazitat des Gefafiendothels 
und damit fur die struktureUe und funktionelle Integritat der GefaBwand (Gimbrone et al. (2000) 
Ann. N. Y. Acad. Sci. 920, 230). 

Interleukin-10 (IL-10) ist ein wichtiges anti-inflammatorisches Zytokin bei chronisch 
10 rezidivierenden Entztindungserkrankungen wie z.B. Psoriasis, rheumatoide Arthritis oder 
Morbus Crohn, die durch eine ubermSBige Aktivierung von T : Helferzellen des Typs 1 verursacht 
sind (Moore et al. (2001) Annu. Rev. Immunol. 19, 683). Auch in der Pathogenese der 
Atherosklerose spielt die Infiltration und Aktivierung von Thl-Zellen in der GefaBwand eine 
wichtige Rolle (Daugherty und Rateri (2002) Circ. Res. 90, 1039). IL-10 hemmt die Bildung von 
15 IL-12 in den mit den Thl-Zellen kommunizierenden antigenprasentierenden Zellen. Hierzu 
zahlen insbesondere dendritische Zellen und Monozyten/Makrophagen; aber auch 
Endothelzellen sind in der Lage die fiir die AntigenprSsentation benotigten MHC II-Molekule 
auf ihrer Oberflache zu exprimieren und biologisch aktives IL-12 freizusetzen. IL-12 selbst ist 
der wichtigste Faktor fur die Differenzierung von naiven T-Helferzellen zu Thl-Zellen und 
20 stimuliert deren Proliferation (klonale Expansion). Interessanterweise kann die Synthese von IL- 
12 in humanen Endothelzellen nur nach Kostimulation iiber das CD40-Rezeptor/CD40-Ligand- 
System induziert werden (Lienenluke et al. (2000) Eur. J. Immunol. 30, 2864). Hierbei 
exprimieren die Endothelzellen in der Regel den Rezeptor (CD40) und aktivierte Thl-Zellen den 
CD40-Ligand (auch als CD154 bezeichnet). 

25 

Das humane eNOS-Gen weist eine Reihe von Polymorphismen auf, bei denen eine einzelne Base 
ausgetauscht ist (SNP fiir single nucleotide polymorphism), so auch eine T zu C Transition kn 
Promoter des Gens an Position -786 (Figur 1). Linkage-Analysen belegen, dass dieser 
Basenaustausch nicht isoliert vorkommt, sondem stets mit einer A zu G Transition an Position 
30 -922 und einer T zu A Transition an Position -1486 assoziiert ist. Die funktionelle Bedeutung 
dieser Polymorphismen ist mit Ausnahme der T zu C Transition an Position -786, die nun von 
den Erfindern aufgeklart wurde, bisher nicht bekannt (Wattanapitayakul et al. (2000) Trends 
Pharmacol. Sci. 22, 361). Bemerkenswert ist, dass in Westeuropa ebenso wie in der 
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kaukasischen Bevolkerung Nordamerikas 12-15% homozygote Trager der ~ 786 C-Variante sind, 
d.h. sie weisen den Genotyp " 786 C/C auf. Circa 48% sind heterozygot fur diesen SNP, d.h. sie 
weisen den Genotyp ~ 786 C/T auf und circa 38% sind homozygote Trager der ~ 786 T-Variante, d.h. 
sie weisen den Genotyp ~ 786 t/T auf. Weiterhin interessant ist, dass diese Mutation bei anderen 
5 Saugetieren (Hund, Maus, Ratte und Rind) offenbar nicht vorkommt, da an der entsprechenden 
Position im eTVOS-Promoter dieser Spezies eine Base fehlt. 

Unter dem Begriff koronare Herzkrankheit, kurz KHK, versteht man die in den 
HerzkranzgefaBen (Koronararterien) gebildete (manifeste) Atherosklerose, die zu einer 

10 fortschreitenden Verengung der betroffenen GefaBe fuhrt. Folgen dieser Durchblutungsstorung 
in den HerzkranzgefaBen sind (nach Schweregrad in aufsteigender Reihenfolge) die stabile 
Angina pectoris (durch die Bildung von Umgehungsarterien, so genannten Kollateralen, wird die 
Atherosklerose-bedingte Diirchblutungsstorung zumindest teilweise kompensiert, die Patienten 
werden nur bei korperlicher Belastung symptomatisch z.B. Auftreten von Brustschmerzen), die 

15 instabile Angina pectoris (durch Blutgerinnsel (Thrombosen) verursachte zunehmende 
GefaBeinengung, die Patienten haben bereits in Ruhe Brustschmerzen, circa 25% von ihnen 
erleiden innerhalb von 4 Wochen einen Myokardinfarkt), der Myokardinfarkt selbst 
(Totalverschluss einer Herzkranzarterie durch ein Blutgerinnsel) sowie der plotzliche Herztod 
(schwere Durchblutungsstorungen durch Akutverschluss einer oder mehrerer HerzkranzgefaBe 

20 mit Herzrhythmusstorungen, die zum Herzstillstand flihren). Die koronare Herzkrankheit und die 

durch sie ausgeloste Koronarinsuffizienz (durch die Mangeldurchblutung hervorgerufene 

Unterversorgung des Herzmuskels mit Sauerstoff) ist auch primar verantwortlich fiir die 

Auspragung einer Herzmuskelschwache (Herzinsuffizienz). Insofem stellt die koronare 

Herzkrankheit nach wie vor die haufigste Todesursache in den westlichen Industrienationen dar. 

•J 

25 Insofem kommt der Aufdeckung von genetischen Risikofaktoren ftir die Entwicklung der 
koronaren Herzkrankheit eine groBe sozioOkonomische Bedeutung zu. 

Die sehr seltene spontane Verkrampfiing einer oder mehrerer HerzkranzgefaBe (auch als 
Koronarspasmus, vasospastische Angina pectoris oder Prinzmetal-Angina bezeichnet) 
30 unterscheidet sich von der KHK insofem, dass die spontane Verkrampfung die Extremform einer 
dynamischen Koronarstenose (exzentrische Stenose mit Konstriktion der plaquejfreien 
GefdBwand) bei Patienten mit instabiler Angina pectoris darstellt. .Patienten mit vasospastischer 
Angina pectoris sind oft Raucher und haben meist noch andere vaskulare Phanomene (Migrane, 
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Morbus Raynaud). Die Pathogenese der vasospastischen Angina pectoris ist noch nicht geklart. 
Vermutet wird eine Beteiligung des autonomen Nervensystems. 

Die Erfinder haben iiberraschenderweise gefiinden, dass Trager des ~ 786 C/C-Genotyps des eNOS- 
Gens - unabhangig von den anderen primSren Risikofaktoren fur die Atherosklerose in den 
HerzkranzgefaBen, d.h.. Bluthochdruck, HypercholesterolSmie, Rauchen und Diabetes - von 
einer rascheren Progredienz der koronaren Herzkrankheit betroffen sind (Tabelle 1). So weisen 
19,0% der KHK-positiven Patienten den ~ 786 C/C-Genotyp auf, -aber nur 4,4% der KHK- 
negativen Patienten; die Haufigkeit des ~ 786 C/C-Genotyps in der Kontrollpopulation betragt 
11,8%. Demzufolge haben diese Patienten ein deutlich erhohtes Risiko, fruhzeitig einen unter 
Umstanden todlichen Herzinfarkt zu erleiden. Der Grand fur die raschere Manifestierung der 
Atherosklerose bei den homozygoten Tragem des Gendefekts ist eine verminderte NO- 
Synthesekapazitat der Endothelzellen. 

So konnten die Erfinder nachweisen, dass in kultivierten Endothelzellen, die aus der 
Nabelschnurvene von Spendern mit dem ~ 786 C/C-Genotyp isoliert worden waren, die typische 
durch eine Erhohung der Wandschubspannung hervorgerufene Steigerung der eNOS-Expression 
auf mRNA- ebenso wie auf Proteinebene ausbleibt (Figur 2). Die mittels konventioneller RT- 
PCR erhaltenen Daten fur die Expression der eNOS mRNA konnten mit Hilfe einer 
quantitativen Echtzeit-PCR-Analyse vollumfanglich bestatigt werden (T/T-Genotyp 454±27% 
der statischen Kontrolle, P<0,05; C/T-Genotyp 278±27%, P<0,05; C/C-Genotyp 116±26%; n=8- 
12). In Endothelzellen von Spendern mit dem " 786 C/C-Genotyp konnte dagegen eine deutliche 
Zunahme der eNOS-Expression durch Erhohung der Wandschubspannung a\isgelost werden, 
wenn die Zellen mit einem 22 bp langen Decoy-OUgonukleotid, welches dem C-Typ (SEQ ID 
NO: 1) nicht aber dem T-Typ-Allel (SEQ ID NO: 3) des eM?S-Gens entspricht, vorbehandelt 
wurden (Figur 3). Auch diese mittels konventioneller RT-PCR erhobenen Befunde konnten mit 
Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR-Analyse vollumfanglich bestatigt werden (WSS 117±27% 
der statistischen Kontrolle; WSS plus C-Typ Decoy-Oligonukleotid 324±30%, P<0,05; WSS 
plus T-Typ Decoy-Oligonukleotid 133±47%; n=4). 

Die Transkription wird von Proteinen gesteuert, die sich an die StarterregLon eines Gens 
(Promotorregion) binden. Die korrekte Zusammenlagerung mehrerer dieser 
Transkriptionsfaktoren (Transkriptosom) bewirkt eine Aktivierung der RNA-Polymerase und 
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initiiert die Transkription. Andererseits kann die Bindung eines falschen Transkriptionsfaktors 
die Bildung des Transkriptosoms verhindem und damit die Expression des Gens blockieren. 
Decoy-Oligonukleotide imitieren das Sequenzmotiv, an welches sich der Ziel- 
Transkriptionsfaktor in der Starterregion seines (seiner) Zielgens (Zielgene) bindet, und 
neutralisieren diesen. Infolgedessen wird die durch diesen Transkriptionsfaktor vennittelte 
Induktion bzw. Repression der Transkription verhindert. 



In V. saphena-Segmenten von Patienten, die sich einer aortokoronaren Bypass-Operation 
unterziehen mussten, zeigte sich des weiteren, das die endothelabhangige NO-vermittelte 

10 Vasodilatation bei Individuen mit ~ 786 C/C-Genotyp (n=13), unabhangig von dem Vorhandensein 
der primSren Risikofaktoren fur die Atherosklerose, deutlich schwacher ausgeprSgt ist 
(Maximalantwort auf Acetylcholin urn 35% vermindert, P<0,05) als bei Tragern der beiden 
anderen Genotypen (n=41 bzw. 45). Dieser Befund sttitzt die Hypothese, dass die mangelnde 
schubspannungsinduzierte Aufrechterhaltung der eNOS-Expression bei den homozygoten 

15 Tragem des Gendefekts die NO-Synthesekapazitat des GefaBendothels limitiert und insofern der 
Manifestation der Atherosklerose Vorschub leistet. 



Ferner haben die Erfinder gefiinden, dass humane Endothelzellen nach Exposition gegeniiber 
verschiedenen pro-inflanimatorischen Zytokinen, d.h. unter (simulierten) 

20 Entztindungsbedingungen, ebenso wie nach Behandlung mit Vitamin D3, den Rezeptor fUr IL-10 
exprimieren. Die Stimulation des Rezeptors, d.h. Ihkubation der IL-10 Rezeptor exprimierenden 
Zellen mit IL-10, resultierte in einer deutlichen Steigerung der eNOS-Expression in den 
Endothelzellen (Figur 4); ein Effekt, der mit Hilfe von elektrophoretischen Mobilitatsshift- 
Analysen und dem Einsatz entsprechender Decoy-Oligonukleotide auf die Aktivierung des 

25 Transkriptionsfaktors signal transducer and activator of transcription (STAT)-3 zuriickgefuhrt 
werden koiuite. Eine fimktionelle Konsequenz dieser IL-10-vermittelten Steigerung der eNOS- 
Expression war die Hemmung der CD154-induzierten Neusynthese von IL-12 in den 
Endothelzellen (Figur 5), die l^O-sensitiv ist (Modulation durch den NO-Synthase-Inhibitor 
Nitroarginin). Demnach kann IL-10 seine anti-inflammatorische Wirkung bei Thl-gewichteten 

30 chronischen Entztindungserkrankungen, insbesondere die Hemmung der DL-12-Synthese in den 
Endothelzellen, durch eine Steigerung der eNOS-Expression und der damit assoziierten 
verst&rktenNO-Bildung entfalten. 
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Die filr den D>10-Effekt wichtige STAT-Bindungsstelle im Promoter des humanen eNOS-Gens 
liegt circa 60 Basenpaare oberhalb der TzuC Transition an Position -786. Die Erfinder konnten 
zeigen, dass der ~ 786 C/T-Polymoiphismus einen Effekt auf die Induzierbarkeit der eNOS- 
Expression durch IL-10 hat. So kam es in Endothelzellen von Spendern mit ~ 786 C/C-Genotyp 
5 - trotz Vitamin D3-Induktion der IL-10 Rezeptor-Expression - zu keiner Steigerung der eNOS- 
Expression durch IL-10 (Figur 4). Darttber hinaus hemmte die EL-10-Exposition die CD154- 
induzierte Synthese von IL-12 in diesen Zellen nicht, sondem verstarkte diese sogar (Figur 6). 
Bedingt durch die raumliche Nahe kommt es zu einer Hemmung der Bildung des 
transkriptosoms im Bereich der STAT-Bindungsstelle durch den an Position -786 bindenden 
10 uihibitorischen Transkriptionsfaktor. Experimentelle Daten belegen, dass dieses Defizit, d.h. die 
! fehlende Induktion der eNOS-Expression durch IL-10 und infolgedessen die fehlende DL-10- 
vermittelte Hemmung der IL-12-Synthese, durch Vorbehandlung der Endothelzellen mit dem 
zuvor beschriebenen C-Typ-Allel Decoy-Ohgonukleotid (SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 5) 
vollstandig kompensiert werden kann (Figur 6). 

15 Eine weitere vergleicheride Genotypisierung im Zusammenhang mit der fehlenden 
Induzierbarkeit der eNOS-Expression durch EL-10 zeigt, dass kaukasische Patienten mit 
rheumatoider Arthritis eine deutlich hShere Pravalenz des " 786 C/C-Genotyps aufweisen als in der 
Normalbevolkerung (17,0% im Vergleich zu 11,8%, Tabelle 2). Bei diesen Patienten kann 
beispielsweise die intraartikulare Applikation eines Decoy-Oligonukleotids wShrend des 

20 Entzundungsschubs die endogene EL-10-vermittelte Hemmimg der Thl-Zellantwort nachhaltig 
verstarken bzw. erst ermoglichen \md so den Entzundungsprozess und die damit assoziierte 
Knorpeldestruktion im betroffenen Gelenk abschwachen. Auch ftir andere Thl-gewichtete 
chronische Entziindungserkrankungen wie dem Morbus Crohn zeigt sich eine in der Tendenz 
deutlich hohere PrSvalenz des ~ 786 C/C-Genotyps (Tabelle 2). Bei Erkrankungen dieses Typs 

25 liefert die systemische Apphkation eines Uposomal verpackten Decoy-Oligonukleotids 
wahrscheinlich den groBtmoglichen therapeutischem Nutzen. Weitere 
Anwendimgsmoglichkeiten ergeben sich bei den in den Patentansprttchen zusatzlich definierten 
Erkrankungen bzw. Komplikationen, wobei Atemwegs erkrankungen insbesondere einer 
inhalativen Therapie mit den erfindimgsgemaBen Decoy-OUgonukleotiden, Hauterkrankungen 

30 insbesondere einer topischen Therapie und explantierte Organe bzw. BlutgefaBe einer 
Inkubationsbehandlung ex vivo, d.h. aufierhalb des Empfangerorganismus, zugangUch sind. 

Die vorliegende Erfindung betriSt daher die Bereitstellung eines Decoy-Oligonukleotids, das in 
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der Lage ist, sequenzspezifisch an ein Protein oder einen Proteinkomplex (im nachfolgenden als 
"Transkriptionsfaktor" oder "inhibitorischer Transkriptionsfaktor" bezeichnet) zu binden. Die 
Sequenz des Decoy-Oligonukleotids, das zur Verhinderung der Bindung des inhibitorischen 
Transkriptionsfaktors verwendet wird, ist die Sequenz, an die der Transkriptionsfaktor im 

5 Promoter des eNOS-G&as bindet. Das erfindxingsgemaBe Cis-Element Decoy weist folgende 10- 
mer Konsensus-Kembindungssequenz auf: 5'-CTBBCYGBCT-3' (SEQ ID NO: 33) wobei Y=C 
oder T und B=C, G oder T bedeutet. Das Cis-Element Decoy kami femer groBer als die 10-mer 
Kembindungssequenz sein und am 5'-Ende und/oder am 3 J -Ende verlSngert werden. 
Entsprechende Mutationen im Bereich der Kembindungssequenz (z.B. 5'-CTAGCTGACT-3') 

10 fuhren zu einem kompletten Verlust der Bindung des Transkriptionsfaktors an das Decoy- 
Oligonukleotid, sichtbar an der fehlenden biologischen Wirkung (Tabelle 3). 

Femer betriffi die vorliegende Erfindung die Bereitstellung von Decoy-Oligonukleotiden, die in 
der Lage sind, sequenzspezifisch an den Transkriptionsfaktor zu binden und eine der folgenden 
15 Sequenzen haben, wobei bier nur jeweils ein Strang der Decoy-Oligonukleotide wiedergegeben 
ist und der komplementSre Strang ebenfalls umfasst ist: 

S^-AGCTCTTCCCTGGCCGGCTGAC-S ' (SEQ ID NO: 1), 

5 ' -AGCTCTTCCCTGGCTGGCTGAC-3 ' (SEQ ID NO: 3), 
20 S'-CTTCCCTGGCCGGCTGACCCTGC-S' (SEQ ID NO: 5), 

S^CTTCCCTGGCTGGCTGACCCTGC-S' (SEQ ID NO: 7), 

S'-GCTCTTCCCTGGCCGGCTG-S' (SEQ ID NO: 9), 

S^CAAGCTCTTCCCTGGCCGG-S' (SEQ ID NO: 11), 

5 ' -TCTTCCCTGGCCGGCTGAC -3 ' (SEQ ID NO: 13), 
25 S'-CTGGCCGGCTGACCCTGCC-S^SEQIDNO: 15), 

5'-TCCCTGGCCGGCTGAC-3' (SEQ ID NO: 17), 

S'-CTGGCCGGCT-S' (SEQ ID NO: 19), 

S'-CTGGCTGGCT-S' (SEQ ID NO: 21), 

S^TCCCTGGCYGGCTGAC-S' (SEQ ID NO: 23), wobei Y=C oder T bedeutet, 
30 5*-CTGGCYGGCTGAC-3 ' (SEQ ID NO: 25), wobei Y=C oder T bedeutet, 

S'-TCCCTBBCYGBCTGAC-S ' (SEQ ID NO: 27) mit Y=C oder T und B=C, G oder T, 
S'-CCCTBBCYGBCTG-S ' (SEQ ID NO: 29) mit Y=C oder T und B=C, G oder T, 
S'-CTBBCYGBCTGAC-S ' (SEQ ID NO: 31) mit Y=C oder T und B=C, G oder T, und 
S'-CTBBCYGBCT-S' (SEQ ID NO: 33) mit Y=C oder T und B=C, G oder T. 
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Insofern stellt die Verwendung der erfindungsgemafien Decoy-Oligonukleotide oder Cis- 
Element Decoys, die eine Konsensus-Kernbindungsstelle fiir den inhibitorischen 
Transkriptionsfaktor enthalten, das bevorzugte Verfahren zur spezifischen Inhibierung der 
5 Aktivitat dieses Faktors dar. Die exogene Zufuhr einer groBen Zahl von Transkriptionsfaktor- 
Bindungsstellen zu einer Zelle, insbesondere in viel hoherer Zahl als im Genom vorhanden, 
erzeugt eine Situation, in der die Mehrzahl eines bestimmten Transkriptionsfaktors spezifisch an 
das jeweilige Cis-Element Decoy und nicht an seine endogenen -Ziel-Bindungsstellen bindet. 
Dieser Ansatz zur Inhibition der Bindung von Transkriptionsfaktoren an ihre endogene 

10 Bindungsstelle wird auch als Squenching bezeichnet. Squelching (oder auch Neutralisation 
genannt) von Transkriptionsfaktoren unter Verwendung von Cis-Element Decoys wurde u. a. 
erfolgreich bei Patienten eingesetzt, urn ein tibermaBiges Wachstum von glatten 
GefaBmuskelzellen in aortokoronaren VenenbypSssen zu inhibieren. Dabei wurden DNA- 
Fragmente verwendet, die spezifische Bindungsstellen fur den Transkriptionsfaktor E2F 

15 enthalten (Mann et al. (1999) Lancet 354, 1493). Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein 
Verfahren zur spezifischen Inhibierung der Aktivitat des inhibitorischen Transkriptionsfaktors, 
der im Promotorbereich des eNOS-Gens an Position -786* bindet, umfassend den Schritt der 
Verabreichung eines Decoy-Oligonukleotids gemaB der vorliegenden Erfindung. Die 
vorliegende Erfindung betrifft ferner die erfindungsgemafien Decoy-Oligonukleotide als 

20 Arzneimittel. 

Die vorhegende Erfindung betrifft femer die Verwendung der erfindungsgemaBen Decoy- 
Oligonukleotide zur Herstellung eines Arzneimittels, insbesondere zur Pravention oder Therapie 
der Atherosklerose und ihren Folgeerkrankungen (z.B. koronare Herzkrankheit mit Herzinfarkt 

25 und Herzinsuffizienz, zerebrale Durchblutungsstorungen mit Schlaganfall bzw. Multiinfarkt- 
Demenz sowie die periphere arterielle Verschlusskrankheit), chronischen Entztindungs- bzw. 
Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis (chronische Polyarthritis), Schuppenflechte 
einschlieBlich Psoariasis-Arthritis, allergisches Kontaktekzem und atopisches Ekzem 
(Neurodermitis), chronisch entztindliche Darmerkrankungen (insbesondere Morbus Crohn und 

30 Colitis ulcerosa), Diabetes Typ I und II und deren Folgeerkrankungen (z.B. diabetische 
Nephropathie, Retinopathie und Vaskulopathie), der multiplen Sklerose, von Sarkoidosen, 
Kollagenosen und Vaskulitiden (einschlieBlich Glomerulonephritiden), der akuten und 
chronischen AbstoBung transplantierter Organe, der graft versus host disease (GVHD) sowie 
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dern Ischamie/Reperfusionsschaden von Organen im Anschluss an einen chirurgischen Eingriff, 
der Vaskulopathie von Venenbypassen, der (Pra-)Eklampsie bzw. schwangerschaflsinduzierten 
Hypertonic, der arteriellen Hypertonic und ihren Folgeerkrankungen (z.B. 
Linksherzhypertrophie, Aneurysmenbildung mit der Gefahr von Massenblutungen und dem 
GefaBwandumbau von Arterien und Arteriolen), der pulmonalen Hypertonic, der chronischen 
Niereninsuffizienz, chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD), bakteriellen 
Infektionen und ihren Folgeerkrankungen (z.B. Helicobacter pylori-Gastritis, tuberkulose 
Perikarditis, Lyme-Borreliose mit nachfolgender Borrelien-Arthritis bzw. Neuroborreliose), 
sowie postinfektiose Komplikationen von Infektionen mit Cytomegalic-, Hepatitis B- und C-, 
Herpes- und HI {human immunodeficiency)-Viren wie z.B. portale Hypertonic und Fibrose bzw. 
opportunistische Infektionen, insbesondere Pneumocystis-carinii-Pneumonie. 

Abgesehen von der grundsatzlichen Voraussetzung, dass die erfindungsgemaBen Decoy- 
Oligonukleotide den inhibitorischen Transkriptionsfaktor in vitro effektiv neutralisieren, ist es 
fur die therapeutische Wirksamkeit entscheidend, dass das DNA-MolekUl schnell und in einem 
ausreichenden Umfang in die Zielzelle aufgenommen wird. Dariiber hinaus sollte das 
erfindungsgemaBe Cis-Element Decoy eine bestimmte Lange nicht tiberschreiten, da dies flir den 
Transport in die Zielzelle limitierend ist. Geeignet ist jedes Decoy-Oligonukleotid mit einer 
Lange von mindestens 10 bp (Konsensus-Kembindungssequenz) bis zu einer Lange von etwa 30 
bp, vorzugsweise bis zu einer Lange von etwa 27 Basenpaaren, besonders bevorzugt bis zu einer 
Lange von etwa 23, insbesondere bevorzugt mit einer Lange von 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 
18, 19; 20, 21, 22 oder 23 Basenpaaren. 

Da das Cis-Element Decoy eine doppelstrangige Nukleinsaure ist, umfasst das 
erfindungsgemaBe Decoy-Oligonukleotid jeweils nicht nur die Sense- oder Forward-Sequenz 
sondem auch die komplementare Antisense- oder Reverse-Sequenz. Bevorzugte 
erfindungsgemaBe Decoy-Oligonukleotide weisen eine 10-mer-Kembindungssequenz fiir den 
inhibitorischen Transkriptionsfaktor auf, wie sie in SEQ ID NO:33 enthalten ist. Das Cis- 
Element Decoy kann jedoch auch eine zur vorstehenden Sequenz abweichende Sequenz 
aufweisen und lSnger als ein 10-mer sein. Besonders bevorzugt sind die Sequenzen wie sie in 
SEQ ID NO:l bis SEQ ID NO:34 enthalten sind. Diese Aufzahlung der bevorzugten Sequenzen 
ist nicht abschlieBend. Dem Fachmann ist ersichtlich, dass eine Vielzahl von Sequenzen als 
Inhibitor fur den Transkriptionsfaktor verwendet werden konnen, solange sie die vorstehend 
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aufgeflihrten Bedingungen der 10-mer Konsensus-Kembindungssequenz und eine AfEnitat zu 
dem Transkriptionsfaktor aufweisen. 

Die Affinitat der Bindung einer Nukleinsauresequenz an diesen Transkriptionsfaktor kann durch 
5 die Verwendung des Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMS A) (Sambrook et al. (1989) 
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Krzesz et al. (1999) FEBS Lett, 453, 
191) bestimmt werden. Dieses Testsystem ist fiir die Qualitatskontrolle von Nukleinsauren, die 
fur die Verwendung in der Methode der gegenwartigen Erfindung gedacht sind, oder die 
Bestimmungen der optimalen Lange einer Bindungsstelle geeignet. Sie ist auch fur die 
10 Identifizierung von anderen Sequenzen, die durch den Transkriptionsfaktor gebunden werden, 
geeignet. 

Die Methode der vorliegenden Erfindung moduliert die Transkription eines Gens oder von 
Genen in einer solchen Weise, dass das Gen oder die Gene, z.B. eNOS, vermehrt exprimiert 

15 werden. Vermehrte Expression im Rahmen der gegenwartigen Erfindung bedeutet, dass die 
Transkriptionsrate gesteigert ist im Vergleich zu Zellen, die nicht mit einem erfindungsgemaflen 
Decoy-Oligonukleotid behandelt werden. Solch eine Steigerung kann beispielsweise durch 
Northern Blot (Sambrook et al., 1989) oder RT-PCR (Sambrook et al., 1989) bestimmt werden. 
Typischerweise ist eine solche Steigerung zumindest eine 2-fache, besonders zumindest eine 5- 

20 fache, insbesondere zumindest eine 10-fache Enthemmung der Genexpression. 

Oligonukleotide werden in der Regel schnell durch Endo- und Exonukleasen, im besonderen 
DNasen und RNasen in der Zelle abgebaut. Deshalb konnen die Nukleinsauren modifiziert 
werden, um sie gegen den Abbau zu stabilisieren, so dass fiber einen langeren Zeitraum eine 
25 hohe Konzentration der Oligonukleotide in der Zelle beibehalten wird. Typischerweise kann eine 
solche Stabilisierung durch die Einfuhrung einer oder mehrerer modifizierter 
Intemukleotidbindungen erhalten werden. 

Ein erfolgreich stabilisiertes DNA-Oligonukleotid oder Decoy-Oligonukleotid enthalt nicht 
30 notwendigerweise eine Modifikation an jeder Internukleotidbindung. Vorzugsweise sind die 
Intemukleotidbindungen an den jeweiligen Enden beider Oligonukleotide des Cis-Element 
Decoys modifiziert. Dabei konnen die letzten sechs, funf, vier, drei, zwei oder die letzte oder 
eine oder mehrere Intemukleotidbindimgen innerhalb der letzten sechs Intemukleotidbindungen 
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modifiziert sein. Ferner k6nnen verschiedene Modifikationen der Intenmkleotidbindungen in die 
Nukleinsaure eingefuhrt werden und die daraus entstehenden Decoy-Oligonukleotide auf 
sequenzspezifische Bindung an den inhibitorischen Transkriptionsfaktor, unter Verwendung des 
Routine EMSA-Testsystems, getestet werden. Dieses Testsystem erlaubt die Bestimmung der 
Bindungskonstante des Cis-Element Decoys und so die Bestimmung, ob die Affinitat durch die 
Modifikation verandert wurde. Modifizierte Cis-Element Decoys, die noch eine ausreichende 
Bindung zeigen, kSnnen ausgewahlt werden, wobei eine ausreichende Bindung zumindest etwa 
50% oder zumindest etwa 75%, und besonders bevorzugt etwa 100% der Bindung der 
unmodifizierten Nukleinsaure bedeutet. 



Cis-Element Decoys mit modifizierter Ihtemukleotidbindung, die immer noch ausreichende 
Bindung zeigen, konnen tiberpruft werden, ob sie stabiler in der Zelle sind als unmodifizierte 
Cis-Element Decoys. Die mit den erfindungsgemaBen Cis-Element Decoys "transfizierten" 
Zellen werden zu verschiedenen Zeitpunkten auf die Menge der dann noch vorhandenen Cis- 

15 Element Decoys untersucht. Dabei wird* vorzugsweise ein mit einem Fluoreszenzfarbstoff (z.B. 
Texas-Rot) markiertes Cis-Element Decoy oder ein radioaktiv markiertes (zJB. 35 S) Cis-Element 
Decoy eingesetzt mit anschlieBender digitaler Fluoreszenzmikroskopie bzw. Autoradiographie 
oder Szintigraphie. Ein erfolgreich modifiziertes Cis-Element Decoy hat eine Halbwertzeit in der 
Zelle, die hoher ist als die eines unmodifizierten Cis-Element Decoys, vorzugsweise von 

20 zumindest etwa 48 Stunden, mehr bevorzugt von zumindest etwa 4 Tagen, am meisten bevorzugt 
von mindestens etwa 7 Tagen. 

Geeignete modifizierte Internukleotidbindimgen sind in Uhlmann und Peyman ((1990) Chem. 
Rev. 90, 544) zusammengefasst. Modifizierte Intemukleotid-Phosphat-Reste und/oder Nicht- 

25 Phosphor-Brttcken in einer Nukleinsaure, die in einer Metliode der gegenwartigen Erfindung 
eingesetzt werden konnen, enthalten zum Beispiel Methylphosphonat, Phosphorothioat, 
Phosphorodithioat, Phosphoramidat, Phosphatester, wahrend Nicht-Phosphor-Intemukleotid- 
Analoge, beispielsweise Siloxan-Briicken, Carbonat-Brttcken, Carboxymethylester-Briicken, 
Acetamidat-Briicken imd/oder Thioether-Briicken enthalten. Bei der Verwendung 

30 Phosphorothioat-modifizierter Internukleotidbindimgen sollten diese vorzugsweise nicht 
zwischen den Basen Cytosin und Guanin liegen, da dies zu einer Aktivierung der Zielzellen des 
Cis-Element Decoys im Sinne einer entztindlichen Reaktion fuhren kann. 
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Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung ist die Stabilisierung von Nukleinsauren durch die 
Einfuhrung struktureller Merkmale in die Nukleinsaure, welche die Halbwertzeit der 
Nukleinsaure erhohen. Solche Strukturen, die Haarnadel- und Glocken-DNA enthalten, sind in 
US 5,683,985 offenbart. Gleichzeitig konnen modifizierte Internukleotid-Phosphat-Reste 
5 und/oder Nicht-Phosphor-Brucken, zusammen mit den genannten Strukturen, eingefuhrt werden. 
Die sich daraus ergebenden Nukleinsauren konnen im oben beschriebenen Testsystem auf 
Bindung und Stabilitat geprttft werden. 

Bin Cis-Element Decoy der vorliegenden Erfindung wird schnell in die Zelle aufgenommen. 

: Eine ausreichende Aufiiahme ist durch die Modulation der Expression von einem oder mehreren 
Genen, die einer Kontrolle durch den Ziel-Transkriptionsfaktor unterliegen, charakterisiert (z.B. 
eNOS). Das Cis-Element Decoy der vorliegenden Erfindung moduliert in bevorzugter Weise die 
Transkription von einem Gen oder Genen nach etwa 4 Stunden der Beriihrung mit der Zelle, 
mehr bevorzugt nach etwa 2 Stunden, nach etwa 1 Stunde, nach etwa 30 Minuten und am 

15 meisten bevorzugt nach etwa 10 Minuten. Eine typische Mischung, die in so einem Versuch 
eingesetzt wird, enthalt 10 |imol/l Cis-Element Decoy. 

Um die Wirksamkeit der therapeutischen Decoy-Oligonukleotide sicher zu stellen, ist es 
wiinschenswert die Patienten vor Verabreichung der Decoy-Oligonukleotide auf die ~ 786 C/T- 
20 Varianz, d.h. auf die heterozygote oder homozygote Tragerschaft der ~ 786 C-Variante des eNOS- 
Gens, zu untersuchen bzw. zu diagnostizieren, wobei das erfindungsgemafie Diagnoseverfahren 
verwendet wird, das vorziigsweise eine Echtzeit-PCR und nachfolgende Schmelzkurven-Analyse 
oder eine Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse) umfafit. 

25 Ferner ist es wiinschenswert die erfindungsgemaBen Diagnoseverfahren bei Patienten zu 
verwenden, die sich einem operativen Eingriff xmterziehen miissen, bei dem beispielsweise die 
Blutversorgung eines oder mehrerer Organe kurzfristig unterbrochen wird oder eines oder 
mehrere autologe GefaBtransplantate tibertragen werden (z.B. aortokoronare 
Venenbypasschirurgie), um wahrend und im Anschluss an den operativen Eingriff eine 

30 Behandlung mit den erfindungsgemaBen Decoy-Oligonukleotiden und/oder mit Arzneimitteln 
durchzufuhren, welche die NO-Synthesekapazitat des GefaBendothels steigern bzw. die 
BioverfUgbarkeit von Stickstoffinonoxid im Organismus erhohen wie z.B. Angiotensin- 
Konversionsenzym (ACE)-Inhibitoren, HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren, Antioxidantien oder 
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Stickstof&ionoxid-freisetzende Vasodilatatoren. Femer soli die Genotypisierung mit den 
erfindungsgemaBen Diagnoseverfahren auch bei Spendern von Organen durchgefiihrt werden, 
um das Transplantat zwischen Explanation und Implantation (d.h. ex vivo) und/oder den 
Organempfanger fur einen Zeitraum von mindestens 3 Tagen, mehr bevorzugt von zumindest 
5 etwa 2 Wochen, am meisten bevorzugt von mindestens etwa 6 Monaten mit den 
erfindungsgemaBen Decoy-Oligonukleotiden und/oder den oben genannten Arzneimitteln zu 
behandeln. 

Femer konnen die erfindungsgemaBen Diagnoseverfahren dazu verwendet werden, das 
10 individuelle Risiko einer Person abzuschatzen, an einer der mit der ~ 786 C/T-Varianz des eNOS- 
Gens assoziierten Krankheiten zu erkranken und die Trager des ~ 786 C/C-Genotyps im Sinne einer 
Praventionsstrategie, insbesondere im Hinblick auf die Vermeidung weiterer Riskofaktoren, zu 
beraten. 

15 Ferner konnen die erfindungsgemaBen Diagnoseverfahren dazu verwendet werden, Trager des 
~ 786 C/C-Genotyps - alternativ oder zusatzlich zu der Behandlung mit den erfindungsgemaBen 
Decoy-Oligonukleotiden - einer Therapie mit Arzneimitteln zuzufuhren, welche die NO- 
Synthesekapazitat des GefaBendothels steigem bzw. die Bioverfugbarkeit von Stickstof6nonoxid 
im Organismus erhohen, wie z.B. Angiotensin-Konversionsenzym (ACE)-Inhibitoren, HMG- 

20 CoA-Reduktase-Inhibitoren, Antioxidantien oder Stickstoffinonoxid-jfreisetzende 
Vasodilatatoren. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit Verfahren zur Diagnose einer " 786 C/T-Varianz im 
humanen eNOS-Gen, umfassend die Schritte: Zugabe von DNA-Oligonukleotiden zu einer 

25 Patienten-DNA-Probe, wobei ein DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die 
stromaufwarts der -786-Position des eTVOS-Gens liegt imd dem Sense-Strang entspricht und ein 
weiteres DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die stromabwarts der -786-Position des 
eNOS-Gens liegt und dem Antisense-Strang entspricht, Durchfuhren einer Polymerase- 
Kettenreaktion (PCR), Durchfuhren einer DNA-Spaltung mit einem Restriktionsenzym, das eine 

30 Erkennungssequenz aufweist, die mindestens 4 Nukleotide lang ist und die Sequenz 5 ! -CCGG-3 f 
aber nicht die Sequenz y~CTGG-3 } enthalt, xmd Nachweisen der durch die DNA-Spaltung 
erhaltenen DNA-Fragmente. Die DNA-Oligonukleotide dienen als Primer fur die PCR. 
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Mit der eNOS-Sequenz ist die unter der GenBank Accession Number L10693 (gi:348219) 
aufgefuhrte Sequenz gemeint, die hier auch als Sense-Strang bezeichnet wird und dem Strang 
entspricht, der die mRNA-Sequenz des eNOS-Genproduktes enthalt. Der Start wird mit +1 
bezeichnet, entsprechend liegt die Position -786 vor dem Startpunkt stromaufwarts. Als 
5 Antisense-Strang wird der zum Sense-Strang komplementare Strang bezeichnet, der auch als 
Matrize bezeichnet wird. 

Die DNA-Oligonukleotide (Primer) koxmen jede LSnge aufweisen, die fiir eine PCR erforderlich 
ist. Die DNA-Oligonukleotide konnen ferner solche Sequenzen aus dem eNOS-Gens Oder dem 

10 5 ! -Bereich des eNOS-Gens aufweisen, die die Durchfiihrung einer PCR erlauben. Dazu miissen 
die Primer weit genug auseinander hegen, so dass ein Nachweis der Amplifikate und der 
gespaltenen Amplifikate moglich ist, aber nicht soweit, dass kein Amplifikat mehr erzeugt wird. 
Ferner sollten die Primer so ausgewShlt werden, dass bei einer DNA-Spaltung DNA-Fragmente 
mit einer derart unterschiedlichen GroBe entstehen, die einfach nachzuweisen sind. 

15 Vorzugsweise haben die Primer die Sequenzen gemafi SEQ ID NO: 35 und 36. Vorzugsweise ist 
das Restriktionsenzym HpaU und das Nachweisverfahren eine Agarose-Gelelektrophorese oder 
eine Kapillarelektrophorese. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner einen Kit zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen 
20 Verfahrens, umfassend die vorstehenden DNA-Oligonukleotide (Primer), Reagenzien zur 
Durchfiihrung einer PCR vorzugsweise einschlieBlich der Taq-Polymerase, ein 
Restriktionsenzym und Reagenzien zur Durchfiihrung einer DNA-Spaltung. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur schnellen Bestimmung des " 786 C/T- 
25 Varianz des humanen eiVOS-Gens, umfassend folgende Schritte: Zugabe von DNA- 
Oligonukleotiden zu einer Patienten-DNA-Probe, wobei ein DNA-Oligonukleotid eine Sequenz 
aufweist, die stromaufwarts der -786-Position des eNOS-Gens liegt und dem Sense-Strang 
entspricht (Primer 1), ein weiteres Fluoreszenzfarbstoff-modifiziertes DNA-Oligonukleotid eine 
Sequenz aufweist, die die -786-Position des eNOS-Gens umfasst und dem Sense- oder 
30 Antisense-Strang entspricht und zur " 786 C-Variante des eiVOiS-Genpromotors komplementar ist 
(Detektionsprobe), ein weiteres Fluoreszenzfarbstoff-modifiziertes DNA-OUgonukleotid eine 
Sequenz aufweist, die dem Sense- oder Antisense-Strang entspricht (Ankerprobe) und wobei das 
3'-Ende der Ankerprobe 1-5 Nukleotide stromaufwarts vom S'-Ende der Detektionsprobe liegt, 



WO 2004/027062 ^^CT/DE2003/003028 

19 

wenn die Anker- und Detektionsprobe jeweils dem Sense-Strang entspricht, und wobei das 5'- 
Ende der Ankerprobe l-5.Nukleotide stromaufwarts vom 3 '-Ende der Detektionsprobe liegt, 
wenn die Anker- und Detektionsprobe jeweils dem Antisense-Strang entspricht, und ein weiteres 
DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die stromabwarts der -786-Position des eNOS- 
5 Gens liegt und dem Antisense-Strang entspricht (Primer 2), Durchfuhren einer Polymerase- 
Kettenreaktion (PCR) und Nachweis der " 786 C- und/oder " 786 T-Variante mittels einer 
Fluoreszeii2xesonan2-Energietraiisfer-(FRET)-gestutzten DNA-Schmelzkurven- Analyse (Figur 
7). 

10 Die Primer 1 und 2 konnen jede LSnge aufweisen, die fiir eine PCR erforderlich ist. Die Primer 
konnen femer solche Sequenzen aus dem eNOS-Gen oder dem 5-Bereich des eNOS-Gsns 
aufweisen, die die Durchfilhrung einer PCR erlauben. Dazu miissen die Primer weit genug 
auseinander liegen, so dass ein Nachweis der Amplifikate und gegebenenfalls der gespaltenen 
Amplifikate moglich ist, aber nicht soweit, dass kein Amplifikat mehr erzeugt wird. 

15 Vorzugsweise besitzt Primer 1 die Sequenz 5-CTGGGAACTGTAGTTTCCCTAG-3 1 gemafi 
SEQ ID NO: 56 und Primer 2 die Sequenz 5 , -ACCCTGTCATTCAGTGACGCAC-3 , gemaB 
SEQ ID NO: 57. 

Vorzugsweise sind sowohl die im Verfahren verwendete Anker- als auch die Detektionsprobe 
20 zum Sense-Strang komplementar und weisen die Sequenz gemaB SEQ ID NO: 37 (5'- 
GGGTCAGCCGGCCAGGGAA-3 ') fiir die Detektionsprobe und die Sequenz gemaB SEQ ID 
NO: 38 (5'-AGCTTGATGCCCTGGTGGGAG-3 c ) fiir die Ankerprobe auf. Die Detektionsprobe 
ist am 3'-Ende kovalent mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (z.B. Fluorescein, 
Anregungswellenlange 494 nm). Die Ankerprobe ist am 5 '-Ende kovalent mit einem 
25 Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, der sich von dem der Detektionsprobe unterscheidet (z.B. LC 
Red-640, EmissionswellenlSnge 640 nm). Femer ist die Ankerprobe an 3 '-Position der letzten 
Desoxyribose phosphoryliert, vorzugsweise mit PO4 3 ". Die Ankerprobe weist eine 
Schmelztemperatur von 5-10°C tiber dem Schmelzpunkt der Detektionsprobe auf. Die 
Farbstoffkombination ist so gewahlt, dass der exzitierte Farbstoff der Detektionsprobe geeignet 
30 ist, den Farbstoff der Ankerprobe effizient so durch FRET anzm-egen, dass er Licht einer 
definierten WellenlSnge emittiert solange beide Proben in unmittelbarer Nahe zueinander sind. 
Sowohl die Detektionsprobe als auch die Ankerprobe sind nicht fur die PCR geeignet, da beide 
durch ihre chemischen Modifikationen in der 3'- bzw. S'-Position keine enzymatische 
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Kettenverlangerung erlauben. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform sind sowohl die im Verfahren verwendete 
Anker- als auch die Detektionsprobe zum Antisense-Strang komplementar und weisen die 
5 Sequenz gemaB SEQ ID NO: 59 (5'-TTCCCTGGCCGGCTGA-3') fur die Detektionsprobe und 
die Sequenz gemaB SEQ ID NO: 58 (5'-GCTCCCACCAGGGCATCAAGCT-3') flir die 
Ankerprobe auf. Die Detektionsprobe ist am S'-Ende kovalent mit einem Fluoreszenzfarbstoff 
(z.B. LC Red-640) gekoppelt. Die Ankerprobe (SEQ ID NO: 58) ist am 3'-Ende kovalent mit 
einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, der sich von dem der Detektionsprobe unterscheidet (z.B. 

10 Fluorescein). Ferner ist die Detektionsprobe an 3 '-Position der letzten Desoxyribose 
phosphoryliert, vorzugsweise mit P0 4 *~. Die Ankerprobe weist eine Schmelztemperatur von 5- 
10°C tiber dem Schmelzpunkt der Detektionsprobe auf. Die Farbstoffkombination ist so gewahlt, 
dass der exzitierte Farbstoff der Ankerprobe geeignet ist, den Farbstoff der Detektionsprobe 
effizient so durch FRET anzuregen, dass er Licht einer definierten Wellenlange emittiert solange 

1 5 beide Proben in unmittelbarer Nahe zueinander sind. 

Vorzugsweise hat die Ankerprobe demnach eine Sequenz gemaB SEQ ID NO: 38 oder 58 und 
die Detektionsprobe eine Sequenz gemafi SEQ ID NO: 37 oder 59. Dem Fachmann ist 
ersichtlich, dass DNA-Oligonukleotide beispielsweise mit anderen Sequenzen als Detektions- 

20 bzw. Ankerproben verwendet werden konnen als die hier spezifisch aufgefuhrten. Ferner mtissen 
die im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Detektions- und Ankerproben nicht 
notwendigerweise den gleichen Strang binden sondem beispielsweise die Detektionsprobe kann 
♦ den Sense-Strang und die Ankerprobe den Antisense-Strang binden oder umgekehrt. Es ist in 
einem solchen Fall nicht notwendig, dass die Sequenzen der Proben so gewahlt werden, dass die 

25 Proben in unmittelbarer Nachbarschaft positioniert sind. 

Fur die Bestimmung der " 786 C/T-Varianz des humanen eNOS-Gens einer Patientenprobe werden 
in einen PCR-Ansatz neben den fUr die PCR notwendigen Reagenzien imd die zu untersuchende 
Patienten-DNA auBerdem die vorstehend beschriebenen Primer 1 und 2 und die Detektions- und 
30 Ankerprobe gegeben. Nach der durch die Primer 1 und 2 vermittelten PCR-Amplifikation eines 
Fragmentes des eATOS-Promoters, welches die Position -786 des Gens enthalt, wird die 
Temperatur des Ansatzes so erhoht, das alle DNA-Doppelstrange denaturieren. Hierauf wird die 
Temperatur wieder erniedrigt, so dass Detektions- und Ankerproben mit den Sense- bzw. 
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Antisense-Str&ngen des amplifizierten Fragmentes hybridisieren, abhangig davon ob die 
Probenkombination zu dem Sense- oder Antisense-Strang komplemantar ist (siehe Fig. 8). 

Nun wird beispielsweise bei den Proben gema/3 SEQ ID NO:37 und 38, die komplementar zum 
5 Sense-Strang sind, die Schmelzkurve durch Anregung des Farbstoffes der Detektionsprobe und 
kontinuierlicher Messung der Fluoreszenz der Ankerprobe bei gleichzeitiger ErhOhung der 
Temperatur (z.B. etwa 0,1°C pro Sekunde) aufgenommen. Hierbei wird ausgenutzt, dass die 
Ubertragung der Anregungsenergie des Farbstoffes der Detektionsprobe auf den der Ankerprobe 
nur so lange funktioniert, wie beide Proben an den Sense-Strang gebunden haben. Eine 
10 Unterscheidung der " 786 T- von der ~ 786 C-Variante erfolgt fiber die Temperatur, bei der die 
Detektionsprobe vom Sense-Strang abschmilzt, also die FRET-induzierte Fluoreszenz deutlich 
abnimmt. Dies ist fttr die Detektionsprobe bei Fragmenten der " 786 T-Variante aufgrund des 
auftretenden G-T-Mismatches circa 12°C fruher der Fall als bei Sense-Strangen der 
' 786 C-Variante. 

15 

Ferner wird nun beispielsweise bei den Proben gemaB SEQ ID NO:58 und 59, die komplementar 
zum Antisense-Strang sind, die Schmelzkurve durch Anregung des Farbstoffes der Ankerprobe 
und kontinuierlicher Messung der Fluoreszenz der Detektionsprobe bei gleichzeitiger Erhohung 
der Temperatur (z.B. etwa 0,1°C pro Sekunde) aufgenommen. Hierbei wird ausgenutzt, dass die 

20 Ubertragung der Anregungsenergie des Farbstoffes der Ankerprobe auf den der Detektionsprobe 
nur so lange funktioniert, wie beide Proben an den Antisense-Strang gebunden haben. Eine 
Unterscheidung der ~ 786 T- von der " 786 C-Variante erfolgt uber die Temperatur, bei der die 
Detektionsprobe vom Antisense-Strang abschmilzt, also die FRET-induzierte Fluoreszenz 
deutlich abnimmt. Dies ist ftir die Detektionsprobe bei Fragmenten der " 786 T-Variante aufgrund 

25 des auftretenden C-A-Mismatches circa 12°C fruher der Fall als bei Antisense-Strangen der 
" 786 C-Variante. 

Far den Nachweis wird vorzug^weise ein Fluoreszenz-basierendes Echtzeit-PCR-Gerat (z.B. der 
LightCycler der Firma Roche) verwendet. Dem Fachmann ist ersichtlich, dass nicht nur die 
30 Bestimmung eines Genotpyps in einer PCR, sondem auch gleichzeitig die Bestimmung von 
mehr als einem Genotyp in einer PCR, in einer sogenannten Multiplex-PCR, durchgefuhrt 
werden kann. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft femer DNA-Oligonukleotide mit der Sequenz gemaB SEQ ID 
NO: 35 bis 38 und 56 bis 59. 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer einen Kit zur DurchfUhrung des erfindungsgemafien 
5 Verfahrens, umfassend die vorstehenden Primer 1 und 2, zwei weitere DNA-Oligonukleotide 
(Detektionsprobe und Ankerprobe), Reagenzien zur DurchfUhrung einer PCR vorzugsweise 
einschlieBlich der Taq-Polymerase, und Reagenzien zur DurchfUhrung einer 
Schmelzkurvenanalyse. 

i'j Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Modulation der Transkription von 
mindestens einem Gen in Zellen, insbesondere in eNOS-exprimierenden Zellen wie 
Endothelzellen, Epithelzellen der Lungen, Nieren und des weiblichen Urogenitaltraktes, 
Herzmuskelzellen, Thrombozyten und neuronale Zellen (Hippocampus), wobeidie Methode den 
Schritt der Kontaktierung der genannten Zellen mit einer Mischung, enthaltend eine oder 

15 mehrere erfindungsgemaBe Decoy-Oligonukleotide, die in der Lage sind, sequenzspezifisch an 
den inhibitorischen Transkriptionsfaktor zu binden, umfasst. Ein bevorzugtes Verfahren ist z.B. 
die intraartikulare Injektion der Nukleinsaurehaltigen Mischung in ein oder mehrere Gelenke bei 
Patienten mit rheumatoider Arthritis. 

20 Die Mischung enthaltend die erfindungsgemafien Cis-Element Decoys wird mit den Zielzellen 
(z.B. Endothelzellen) in Beruhrung gebracht. Das Ziel dieses In-Beruhrung-Bringens ist die 
Ubertragung der Cis-Element Decoys, die den inhibitorischen Transkritionsfaktor binden, in die 
Zielzelle (d.h. zum Beispiel die eNOS-exprimierende Endothelzelle). Deshalb konnen 
Nukleinsaure-Modifikation und/oder Zusatzstoffe oder Hilfsstoffe, von denen bekannt ist, dass 

25 sie die Durchdringung von Membranen erhohen, im Rahmen der gegenwartigen Erfindung 
benutzt werden (Uhlmatm und Peyman (1990) Chem. Rev. 90, 544). 

Eine mit den Zielzellen in BerOhrung gebrachte Mischung gemaB der Erfindung enthalt in einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform im WesentHchen nur Nukleinsaure xmd Puffer. Der fur Decoy- 
30 Oligonukleotide geeignete Konzentrationsbereich liegt bei 0,1 bis 100 \imoV\ 9 vorzugsweise bei 
0,5 bis 25 jamol/1 und besonders bevorzugt bei 10 |omol/l. Es konnen ein oder mehrere geeignete 
Puffer zugesetzt werden. Ein Beispiel eines solchen Puffers ist eine modifizierte Ringer-Losung 
enthaltend 145 mmol/1 Na + , 5 mmol/1 K + , 11 mmol/1 Cr, 2 mmol/1 Ca 2+ , 1 mmol/1 Mg 2+ , 10 
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mmol/1 Hepes, 145 mmol/1 Isethionat, 10 mmol/1 D-Glucose, pH 6,5. 



In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung enthalt die Mischung zusatzlich mindestens 
einen Zusatzstofif und/oder Hilfsstoff. Zusatzstoffe und/oder Hilfsstoffe wie Lipide, kationische 
5 Lipide, Polymere, Liposomen, Nanopartikel, Nukleinsaure-Aptamere, Peptide und Proteine, die 
an DNA gebunden sind, oder synthetische Peptid-DNA-Molekule sind beabsichtigt, um 
beispielsweise die Einbringung von Nukleinsauren in die Zelle zu erhohen, urn die Mischung auf 
mir eine Untergruppe von Zellen zu richten, um den Abbau der Nukleinsaure in der Zelle zu 
verhindern, und um die Lagerung der Nukleinsauremischung vor der Verwendung zu erleichtern. 
10 Beispiele fur Peptide und Proteine oder synthetische Peptid-DNA-Molekiile sind z.B. 
Antikorper, AntikSrperfragmente, Liganden, Adhasionsmolekttle, die alle modifiziert oder 
unmodifiziert sein konnen. 

Zusatzstoffe, die die Cis-Element Decoys in der Zelle stabilisieren, sind beispielsweise 
15 Nukleinsaure-kondensierende Substanzen wie kationische Polymere, Poly-L-Lysin oder 
Polyethylenimin. 

Die Mischung, die in dem Verfahren der gegenwartigen Erfindung eingesetzt wird, wird 
bevorzugt lokal angewendet durch Injektion, Infusion, Katheter, pluronische Gele, Polymere, die 
20 anhaltend Medikamente freisetzen, oder jede andere Vorrichtung, die lokalen Zugang 
ermoglicht. Auch die ex vivo Anwendung der Mischung (Infusion bzw. Inkubation), verwendet 
im Verfahren der gegenwartigen Erfindung, erlaubt einen lokalen Zugang. 

Die folgenden Beispiele dienen nur der Erlauterung und beschranken in keiner Weise den 
25 Umfang der Erfindung. 



1. Patienten 

Fur die Analyse der Haufigkeitsverteilung der " 786 C/T-Varianz des eNOS-Gens bei koronarer 
Herzkrankheit (KHK), rheumatoider Arthritis, multipler Sklerose oder Morbus Crohn wurde aus 
30 Blut von Patienten (circa 2 ml) genomische DNA isoliert und diese mittels PCR-Amplifikation 
und nachfolgender RFLP-Analyse (s. u.) auf die Varianz hin untersucht. 
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Bei der Analyse von Patienten mit rheumatoider Arthritis konnte auf zwei bereits vorhandene 
• Kollektive zuriickgegriffen werden. Hierbei konnten anonymisierte (Zahlencode) DNA-Proben 
von Patientinnen und Patienten der Rheuma-Ambulanz der Universitat GSttingen und der 
Abteilung Rheumatologie des Universitatsklinikums Freiburg auf die Varianz gestestet werden. 
5 Beide Kollektive bieten eine typische Verteilung von Patientinnen und Patienten mit 
rheumatoider Arthritis, d.h. die betrofFenen Personen sind zu etwa 80% weiblich. Das 
Altersprofil reichte von 20 Jahren bis zu 80 Jahren mit Haufungen (peaks) der Patientenzahlen 
bei 35-40 Jahren (early onset) und 60-70 Jahren (late onset). 

Fur die Analyse der " 786 C/T-Varianz des eM?S-Gens bei koronarer Herzkrankheit wurden 
10 Blutproben wahrend der Durchftihrung einer Herzkatheteruntersuchung entnommen. Auf diese 
Weise konnte das Vorliegen der Erkrankung eindeutig festgestellt bzw. ausgeschlossen werden. 
Alle Patienten wurden vor der Blutabnahme mundlich und schriftlich aufgeklart und hatten der 
Verwendung ihrer Blutproben schriftlich zugestimmt. Die Genotypisierung erfolgte in 
anonymisierter Form (Zahlenkodierung), Alter, Diagnose, Geschiecht und Risikofaktorprofil der 
15 zugehorigen Personen wurden nach erfolgter Analyse mitgeteilt. Ftir die statistische Analyse der 
Genotypverteilung wurden Individuen bis 64 Jahre herangezogen. Die Verteilung der bereits 
bekannten primaren Risikofaktoren fur KHK (Hypertonie, Diabetes mellitus, Zigarettenrauchen 
und Hypercholesterinamie) war unabhangig vom Genotyp der jeweiligen Patienten. 

20 Tabelle 1 

- 786 C/T-Polymorphismus des eNOS-Gens bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit OR, odds 
ratio im Vergleich zum Kontrollkollektiv. Kontrollpersonen, DNA aus Nabelschntiren. 





C/C 


<4 

C/T 


T/T 


Gesamt 


Patienten mit koronarer Herzkrankheit 
OR 1,81 

Patienten ohne koronare Herzkrankheit 
OR 0,35 

KontroUpersonen 


33 
(19,0%) 

7 

(4,4%) 

78 
(11,8%) 


89 
(51,1%) 

69 
(43,7%) 

319 
(48,2%) 


52 
(29,9%) 

82 
(51,9%) 

265 
(40,0%) 


174 
158 
662 
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Als Vergleichskollektiv zur Genotypverteilung wurde DNA aus der Nabelschnurarterie von 
Neugeborenen aus Gottingen und Umgebung (im Umkreis von cixca 70 km) verwendet. Auch 
diese Proben waren anonymisiert und die Eltern der Kinder hatten zuvor eine schriftliche 
Einverstandniserklarung fur die entsprechende Verwendung der Nabelschnur abgegeben. Fur die 
5 Genotypisierung der Patienten mit multipler Sklerose bzw. Morbus Crohn standen anonymisierte 
genomische DNA-Proben zur Verfugung (Universitatsklinikum Charite Berlin, Institut fur 
Neuroimmunologie und Universitat Gottingen, Abteilung Immunologie). 

Tabelle 2 

10 ~ 786 C/T-Polymorphismus des eNOS-Gens bei Patienten mit rheumatoider Arthritis und Morbus 
Crohn. OR, odds ratio. KontroUpersonen, DNA aus Nabelschnuren. 





C/C 


C/T 


T/T 


Gesamt 


Patienten mit rheumatoider Arthritis 
OR 1,55 

Patienten mit Morbus Crohn 
OR 1,47 


99 
(17,0%) 

18 
(16,4%) 


262 
(44,9%) 

52 
(47,3%) 


223 
(38,1%) 

40 
(36,4%) 


584 
110 


KontroUpersonen 


78 
(11,8%) 


319 
(48,2%) 


265 
(40,0%) 


662 



15 2- Genotypisierung 

Die " 786 C-Variante des humanen eiVOS-Genpromotors besitzt im Vergleich zur ~ 786 T-Variante 
eine zusatzliche Restriktionsschnittstelle fur das Restriktionsenzym Hpa II und ist somit einer 
klassischen Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse) zuganglich. 
Alternativ ist die oben genannte Varianz auch einer Echtzeit-PCR gefolgt von einer FRET- 
20 Analyse zuganglich. 

RFLP-Analyse 

Fiir die RFLP-Analyse wurden aus genomischer DNA (aus Blut mit Hilfe des QIAamp DNA 
Mini-Kits von Qiagen, Hilden gewonnen) mit Hilfe eiVOiS'-Promotor-spezifischer Primer (Vor- 
wartsprimer 5 '-GAGTCTGGCCAACACAAATCC-3 ' (SEQ ID NO: 35); umgekehrter Primer 
25 S'-GACCTCTAGGGTCATGCAGGT-S') (SEQ ID NO: 36) durch Polymerase-Kettenreaktion 
(PCR) ein DNA-Fragment (657 Basenpaaren (bp); von Position -1135 bis -456 des humanen 
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eNOS-Gens) amplifiziert und anschliefiend einer spezifischen Hydrolyse durch die Restrik- 
tionsendonuklease Hpa II unterworfen. Die resultierenden DNA-Fragmente wurden mittels 
Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Je nach Genotyp entstehen aus dem 657 bp-Fragment 2 
oder 3 kleinere DNA-Fragmente. Wahrend die T-Variante des Promoters im betrachteten Ab- 
5 schnitt nur eine Hpa n-Schnittstelle besitzt und so nach Hydrolyse durch Hpa II in zwei Frag- 
mente (284 bp und 373 bp) zerfallt, bewirkt die zusStzliche Schnittstelle der C-Variante, dass 3 
Fragmente entstehen (46 bp - im verwendeten Elektrophoresesystem nicht detektierbar - 284 bp 
und 327 bp). Insofern lieBen sich die drei moglichen Genotypen f 786 C/C, 
-786 T/T und - ?86 c/T) nach Elektrophorese durch folgende Fragmentmuster eindeutig identifizie- 
10 ren: * 786 T/T: 284 und 373 bp; ~ 786 C/C: 284 und 327 bp; und ~ 786 C/T: 284, 327 und 373 bp. 

FKET-Analyse 

Ftlr die FRET- Analyse wurden aus genomischer DNA (aus Blut mit Hilfe des QIAamp DNA 
Mini-Kits von Qiagen, Hilden gewonnen) mit Hilfe eiVOiS-Promotor-spezifischer Primer 
(Vorwartsprimer 5 '-CTGGGAACTGTAGTTTCCCTAG-S ' (SEQ ID NO: 56); umgekehrter 

15 Primer 5 '-ACCCTGTCATTCAGTGACGCAC-3 ' (SEQ ID NO: 57) durch PCR in einem 
Echtzeit-PCR-Gerat (LightCycler der Firma Roche) ein DNA-Fragment (137 bp); von Position - 
848 bis -71 1 des humanen eNOS-Gens, GenBank Accession No. L10693) amplifiziert. Nach der 
PCR-Amplifikation wurde mit Hilfe der vor der PCR zugegebenen Ankerprobe (SEQ ID NO: 
58) und Detektionsprobe (SEQ ID NO: 59) eine Schmelzkurve aufgenommen, die den 

20 Fluoreszenzresonanzenergie-Transfer vom Fluoreszenzfarbstoff der Ankerprobe (Fluorescein) 
auf den der Detektionsprobe (LC-Red 640) aufhahm. T-Allele konnten aufgrund ihres 
Schmelzpunktes (circa 48°C) eindeutig von C-Allelen (Schmelzpunkt circa 60°C) unterschieden 
werden. 

25 3. Zellkultur 

Humane Endothelzellen warden durch Behandlung mit 1,6 U/ml Dispase in Hepes-modifizierter 
Tyrodelosxmg fur 30 Min. bei 37°C aus Nabelschnurvenen von zuvor genotypisierten Spendem 
isoUert imd auf Gelatine-beschichteten 6-Loch-Gewebekulturschalen (2 mg/ml Gelatine in 0,1 M 
HC1 fur 30 Min. bei Umgebungstemperatur) in 1,5 ml M199 Medium (Gibco Life Technologies, 
30 Karlsruhe, Deutschland), enthaltend 20% fotales Kalberserum, 50 U/ml Penicillin, 50 ^g/ml 
Streptomycin, 10 U/ml Nystatin, 5 mmol/1 HEPES und 5 mmol/1 TES, 1 jig/ml Heparin und 
40 ^g/ml endothelialer Wachstumsfaktor, kultiviert. Sie wurden durch ihre typische 
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Pflasterstein-Morphologie, positive Tmrnunfarbung mr von Willebrandt-Faktor (vWF) und 
fluorimetrischen Nachweis (FACS) von PECAM-1 (CD31) sowie negative Immunfarbung ftir 
glattmuskulares a-Actin (Krzesz et al. (1999) FEBS Lett. 453, 191) identifiziert. 



5 Die Maus-MyelomzeUlinie P3xTBA7 (stabil mit humanem CD40-Liganden transfiziert) und 
P3x63Ag8.653 (nicht transfizierte Kontrollzellen) wurden in RPMt 1640 Medium (Life 
Technologies), enthaltend 10% fotales Kalberserum, 50 U/ml Penicillin, 50 ug/ml Streptomycin 
und 10 U/ml Nystatin kultiviert. Die Applikation von Wandschubspannung (in der Regel 30 
dyn/cm 2 fiir 24 bis 36 Stunden) bei den kultivierten Endothelzellen wurde mit Hilfe eines im 
10 Brutschrank platzierbaren Kegel-Platte-Viskosimeters wie in Schubert et al. (2000) Circ. Res. 
87, 1188 beschrieben durchgefuhrt, mit Ausnahme der Dimension der Kulturschalen (3,5 cm im 
Gegensatz zu 10,0 cm Durchmesser). 

4. RT-PCR-Analyse 

1 5 Konventionelle RT-PCR 

Die zellulare Gesamt-RNA wurde mit dem Qiagen RNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
isoliert, daran anschlieBend wurde eine cDNA-Synthese mit 1-5 ug RNA und 200 U 
Superscript™ n Reverser Transkriptase (Life Technologies) in einem Gesamtvolumen von 20 jil 
entsprechend der Herstelleranleitung durchgefUhrt. Ftir den Abgleich der cDNA-Mengen in den 

20 verschiedenen Proben wurden 5 ul der 1:10 verdunnten cDNA-Losung (entsprechend einem 
RNA-Aquivalent von 25-125 ng) einer PCR-Reaktion (1 U Taq DNA-Polymerase ([Life 
Technologies]) mit spezifischen Primern fur die konstitutiv exprimierten Genprodukte 
Glyzerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und ribosomales Protein L32 (rpl32) 
unterworfen. GAPDH und rpl32 dienten hierbei als interne Kalibrierungs-Standards. Die PCR- 

25 Produkte wurden auf 1,5% Agarose-Gelen enthaltend 0,1% Ethidiumbromid separiert und die 
Intensitat der Banden wurde densitometrisch mit einem CCD-Kamerasystem und der One-Dscan 
Gelanalyse-Software von Scanalytics (Billerica, MA, USA) bestimmt, um in nachfolgenden 
PCR-Analysen das Volumen d& cDNA anzupassen. 



30 Alle PCR-Reaktionen wurden einzeln ftir jedes Primerpaar in einem lizenzierten Thermocycler 
(PC-Personal Cycler, Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Die individuellen PCR-Bedingungen 
waren wie folgt: 

eNOS - ProduktgrSBe 581 bp, 30 Zyklen, Anlagerungstemperatur 58°C, Vorwartsprimer 5'- 
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GGAACCTGTGTGACCCTC-3 '(SEQ ID NO: 39), umgekehrter Primer 5'-CCACGTCATACT- 
CATCCA-3'(SEQ ID NO: 40) 

IL-12p40 -281 bp, 30 Zyklen, 62°C, 5'-GTACTCCACATTCCTACTTCT-3'(SEQ ID NO: 41), 
5'-TTTGGGTCTATTCCGTTGTGTC-3'(SEQ ID NO: 42) 

IL-10 Rezeptor - 565 bp, 32 Zyklen, 59°C, 5'-GGACACCCATCCCAAATCAGTC-3'(SEQ ID 
NO: 43), 5 '-CACGGTGAAATACTGCCTGGTG-3 '(SEQ ID NO: 44) 

GAPDH-571 bp, 19 Zyklen, 58°C, 5'-TCACCATCTTCCAGGAGCG-3'(SEQ ID NO: 45), 5'- 
CTGCTTCACCACCTTCTTGA-3 '(SEQ ID NO: 46) 

rpl32 - 368 bp, 20 Zyklen, 60°C, S'-GTTCATCCGGCACCAGTCAG-S '(SEQ ID NO: 47), 5'- 
ACGTGCACATGAGCTGCCTAC-3 '(SEQ ID NO: 48) 

Alle Amplifikate wurden durch DNA-Sequenzierung (ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer, 
Pharmacia, Freiburg, Deutschland) mit nachfolgendem Abgleich mit den entsprechenden 
Gensequenzen (Referenz: GenBank, NCBI, Bethesda, USA) eindeutig identifiziert. 

Echtzeit-PCR 

Der Echtzeit-PCR-Nachweis der eNOS mRNA-Expression wurde im Wesentlichen wie von 
Wagner et al. (2003), J. Immunol. 170, 1462 beschrieben durchgefuhrt. Funf ul cDNA (M-MLV 
Reverse Transcriptase; Promega, Mannheim, Deutschland) entsprechend 10 ng Gesamt-RNA 
wurde fur jede PCR-Reaktion verwendet, die mithilfe des QuantiTect SYBR Green PCR-Kits 
der Fa. Qiagen (Hilden, Deutschland) und einem LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim, 
Deutschland) durchgefuhrt wurde. Die eNOS-spezifischen mRNA-Fragmente (GenBank 
Accession No. NM 000603, 129 bp, Position 1151 bis 1279) wurden mithilfe des 
Vorwartsprimers 5 '-GGATGTGGCTGTCTGCATGGAC-3 ' (SEQ ID NO: 60) und des 
umgekehrten Primers 5 '-TGGTCCACGATGGTGACTTTGG-3 ' (SEQ ID NO: 61) amplifiziert. 
Zur Normalisierung wurde parallel die cDNA fur GAPDH (GenBank Accession No. BT006893, 
138 bp. Position 525 bis 662) amplifiziert (Vorwartsprimer 5'- 
GACCACAGTCCATGCC ATC ACTGC-3 ' (SEQ ID NO: 62); umgekehrter Primer 5'- 
ATGACCTTGCCCACAGCCTTGG-3 ' (SEQ ID NO: 63)). Das Programm zur Amplifizierung 
beider Genprodukte bestand aus einer 15minutigen Inkubation bei 95°C gefolgt von 40 Zyklen 
mit 5 s bei 95°C, 25 s bei 58°C und 10 s bei 72°C. Die Schmelzkurve wurde mit einer Steigung 
von 0,2°C/s von 65 bis 95°C programmiert und die Fluoreszenzintensitat nach jedem Zyklus 
gemessen. Fiir die quantitative Analyse wurde eine Standardkurve fur beide Genprodukte mit 
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seriellen Verdiinnungen der entsprechenden PCR-Fragmente (10 2 bis 5xl0 8 Kopien/Reaktion) 
mit gemessen. Dazu wurden die Genprodukte in das Plasmid pCR-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland) kloniert. 

5 5. Decoy-Oligonukleotid-Technik 

Doppelstrangige Decoy-Oligonukleotide wurden von den komplementaren einzelstrangigen 
Phosphorothioat-verbundenen Oligonukleotiden (Eurogentec, Koln, Deutschland) wie bei Krzesz 
et al. (1999) FEBS Lett. 453, 191 beschrieben hergestellt. Die kultivierten humanen Endothel- 
zellen wurden fur 4 Stunden mit dem jeweiligen Decoy-Oligonukleotid in einer Konzentration 
10 von 10 |imol/l yorbehandelt und nach dem Mediumwechsel dem Inkubationsmedium in 
derselben Konzentration zugesetzt Die einzelstrangigen Sequenzen der Oligonukleotide waren 
wie folgt (unterstrichene Buchstaben kennzeichnen Phosphorothioat-verbundene Basen): 

STAT-3 5 ' - CCTGC ATTCTGGGAACT GT AG -3 9 (SEQ ID NO: 49), 

15 STAT-3 mutated 5'- CCTGT ATGCCGTGAGC TATAG -3\ (SEQ ID NO: 50) 

sowie die in Tabelle 3 abgebildeten Decoy-Oligoukleotide zur Neutralisierung des an die 
Position -786 des eNOS-Gens bindenden Traskriptionsfaktors. Die Sequenz des STAT-3 Decoy- 
Oligonukleotids entspricht der Position -858 bis -838 im humanen eNOS~Gen. 

20 

Tabelle 3 

Restaurierung der inhibitorischen Wirkung von IL-10 auf die CD154-induzierte IL-12 p40 
mRNA-Expression (ausgedruckt in % der IL-12 p40 mRNA-Expression in CD154-stimulierten 
Kontrollzellen; Mittelwert ± S.E. von n individuellen Experimenten) in humanen kultivierten 

25 Endothelzellen von Spendem mit ~ 786 C/C-Genotyp durch verschiedene Cis-Element Decoys 
(angegeben ist jeweils nur ein Strang der Decoy-Oligonukleotide sowie die entsprechende 
Position im Promoter des humanen eNOS-Gens). Bezugsgrofie ist CD154-induzierte IL-12 p40 
mRNA-Expression nach IL-10-Zusatz in Endothelzellen mit " 786 T/T-Genotyp (55±2% der 
Kontrolle, n=6; vollstandige Restaurierung) bzw. "" 786 C/C-Genotyp (136±16% der Kontrolle, 

30 n=21;keinEffekt). 



SEQ Position 
ID NO 



Sequenz (5"-> 3") 



IL-12 p40 n 
(%) 
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1 


-800/-779 


AGCTCTTCCCTGGCCGGCTGAC 


32 


± 


8 


7 


3 


-800/-779/T 


AGCTCTTCCCTGGCTGGCTGAC 


60 


± 


10 


7 


5 


-79S/-774 


CTTCCCTGGCCGGCTGACCCTGC 


48 


± 


7 


5 


7 


-796/-774/T 


CTTCCCTGGCTGGCTGACCCTGC 


67 






2 


9 


-799/-781 


GCTCTTCCCTGGCCGGCTG 


65 






2 


11 


-802/-784 


CAAGCTCTTCCCTGGCCGG 


83 






2 


13 


-797/-779 


TCTTCCCTGGCCGGCTGAC 


41 


± 


7 


5 


15 


-791/-773 


CTGGCCGGCTGACCCTGCC 


65 






2 


17 


-794/-779 


TCCCTGGCCGGCTGAC 


30 






2 


19 


-791/-782 


CTGGCCGGCT 


13 


± 


9 


3 


21 


-791/-782/T 


CTGGCTGGCT 


47 


± 


20 


3 


51 


-788/-770 


GCCGGCTGACCCTGCCTCA 


105 






1 


52 


kunstlich/T 


TCTTCCCTAGCTGACTGAC 


136 


± 


25 


5 


53 


kunstlich 


TCCCTGACCGACTCAG 


80 


± 


21 


3 


54 


kunstlich/T 


TCCCTAGCTGACTGAC 


90 






1 



6. Eiektrophoretische MobUitatsshift-Analyse (EMSA) 

Die nuklearen Extrakte und [ 32 P]-markierten doppelstrSngigen Konsensus-Oligonukleotide 
20 (Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg, Deutschland), nicht-denaturierende Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese, Autoradiographie und Supershifl-Analyse wurden wie bei Krzesz et al. 
(1999) FEBS Lett. 453, 191 beschrieben durchgefiihrt. Dabei wurden die folgenden Decoy- 
Oligonukleotide (einzelstrangige Sequenz, Kernbindxmgssequenz ist unterstrichen) verwendet: 

25 STAT-3 5 9 -CCTGC ATTCTGGGAA CTGT AG-3 ' (SEQ ID NO: 49) 

SIB 5^GTGCATTTCCCG2AAATCTTGTCTACA-3 5 (SEQ ID NO: 55) 

An das Oligonukleotid SIE binden sowohl STAT-1 wie STAT-3. Insofem wurden zusatzlich 
Supershift-Analysen mit einem monoklonalen Maus-Anti-Human Supershift-Antikorper (Santa 
30 Cruz Biotechnologie) durchgefiihrt (Zugabe in einer Konzentration von 10 jig/ml zum 
Kemextrakt fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur). 



7. Western Blot-Analyse 

Die humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen wurden durch funfinaliges aufein- 
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anderfolgendes Einfrieren in flussigem Stickstoff und Auftauen bei 37°C aufgeschlossen. 
Protein-Extrakte wurden wie bei Hecker et al. (1994) Biochem J. 299, 247 beschrieben 
hergestellt. 20-30 |ig Protein wurden mit Hilfe einer 10%igen Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
unter denaturierenden Bedingungen in der Gegenwart von SDS nach Standardprotokoll 
5 aufgetrennt und auf eine BioTrace™ Polyvinylidene Fluoride Transfermembran (Pall 
Corporation, RoBdorf, Deutschland) transferiert. Zum immulologischen Nachweis der eNOS und 
des IL-10 Rezeptors wurden monoklonale Maus-Anti-Human- Antikorp er (BD Pharmingen, 
Heidelberg, Deutschland; 1:5000 bzw. 1:3000 Verdiinnung) verwendet. Die Proteinbanden 
wurden nach Hinzufugen eines Peroxidase-gekoppelten-Anti-Maus-IgG (1:3000, Sigma, 

10 Deisenhofen, Deutschland) mit Hilfe der Chemilumineszenz-Methode (SuperSignal 
Chemiluminescent Substrate; Pierce Chemical, Rockford, IL, USA) und nachfolgender 
Autoradiographic (Hyperfilm™ MP, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England) 
nachgewiesen. Der Auftrag und Transfer gleicher Proteinmengen wurde nach „Strippen" der 
Transfermembran (5 Minuten 0,2 N NaOH, nachfolgend 3 x 10 Minuten Waschen mit H 2 0) 

15 durch Nachweis gleicher Proteinbanden von P-Aktin mit einem monoklonalen primaren 
Antikorper und einem Peroxidase-gekopplelten Anti-Maus IgG (beide von Sigma-Aldrich, 
1:3000 Verdunnung) gezeigt. 

8. IL-12 p40 ELISA 

20 Der Enzym-gekoppelte Antikorper-Bindungs-Assay (ELISA) ist eine Standardmethode zur 
quantitativen Analyse von Proteinen. Er wurde wie in Lienenluke et al. (2000) Eur. J. Immunol. 
30, 2864 beschrieben zum Nachweis der IL-12 p40-Untereinheit im Cfberstand der inkubierten 
humanen Endothelzellen eingesetzt. 

25 9. Statistische Analyse 

Wenn nicht anders angezeigt, sind alle Daten in den Figuren als Mittelwert ± SEM von n 
Experimenten angegeben. Die statistische Auswertung wurde mittels einseitiger Varianzanalyse 
(ANOVA) gefolgt von einem Dunnett Post-Test durchgefflhrt. Ein P-Wert <0.05 wurde als 
statistisch signifikanter Unterschied angesehen. 
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Patentanspriiche 



1. 

5 2. 
3. 

10 
15 
20 
25 

4. 

30 



Decoy-Oligonukleotide mit der Nukleinsauresequenz gemafl SEQ ID NO:l bis 34. 
Decoy-Oligonukleotide nach Anspruch 1 als Arzneimittel. 

Decoy-Oligonukleotide nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Pravention oder Therapie von Atherosklerose, der koronaren Herzkrankheit, von 
Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, zerebralen Durchblutungsstorungen, Schlaganfall und 
Multiinfarkt-Demenz, der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit, von chronischen 
Entztindungs- und Autoimmunerkrankungen,. der rheumatoiden Arthritis (chronische 
Polyarthritis), der Schuppenflechte einschheBlich Psoariasis-Arthritis, von chronisch 
entziindlichen Darmerkrankungen, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, von Diabetes Typ I 
und n, der diabetischen Nephropathie, Retinopathie und Vaskulopathie, von multipler 
Sklerose, von Sarkoidosen, Kollagenosen und Vaskulitiden einschlieBUch 
Glomerulonephritiden, der akuten und chronischen AbstoBung transplantierter Organe, der 
graft versus host disease (GVHD) sowie dem Ischamie/Reperfiisionsschaden von Organen 
im Anschluss an einen chirurgischen Eingriff, der Vaskulopathie von Venenbypassen, von 
(Pra-)Eklampsie und schwangerschaftsinduzierter Hypertonie, der arteriellen Hypertonie, 
Linksherzhypertrophie, Aneurysmenbildung mit der Gefahr von Massenblutungen und 
dem GefaBwandumbau, von pulmonaler Hypertonie, von chronischer Niereninsuffizienz, 
von chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD), von bakteriellen Infektionen, 
Helicobacter pylori-Gastritis, tuberkulose Perikarditis, Lyme-Borreliose mit nachfolgender 
Borrelien-Arthritis und Neuroborreliose, und von postinfektiosen Komplikationen nach 
Infektion mit Cytomegahe-, Hepatitis B- und Herpes- und HI (human 

immunodeficiencyyViien wie z.B. portale Hypertonie, Fibrose und opportunistischen 
Infektionen wie z.B. der Pnetunocystis-cariiiii-Pneumonie. 

Verfahren zur Diagnose einer " 786 C/T-Varianz im eNOS-Gen 9 umfassend die folgenden 
Schritte: 

a) Zugabe von DNA-Oligonukleotiden zu einer Patienten-DNA- oder cDNA-Probe, wobei 
ein DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die stromaufwarts der -786-Position 
liegt und dem Sense-Strang des eNOS-Gons entspricht und ein weiteres DNA- 
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Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die stromabwarts der -786-Position liegt vmd 
dem Antisense-Strang des eNOS-Gens entspricht, 

b) Durchfuhren einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR), 

c) Durchfuhren einer DNA-Spaltung mit einem Restriktionsenzym, das eine 
Erkennungssequenz aufweist, die mindestens 4 Nukleotide lang ist und die Sequenz 5 f - 
CCGG-3' aber nicht die Sequenz S'-CTGG-S' enthalt, und 

d) Nachweisen der durch die DNA-Spaltung erhaltenen DNA-Fragmente. 

Verfahren nach Anspruch 4, wobei nach Schritt a) der Schritt 

a')Zugabe von Fluoreszenzfarbstoff-modifizierten DNA-Oligonukleotiden, wobei ein 
erstes DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die die -786-Position des eNOS- 
Gens umfasst und dem Sense- oder Antisense-Strang entspricht und zur -786 C- 
Variante des eNOS-Genpromotors komplementar ist, und ein zweites DNA- 
Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die dem Sense- oder Antisense-Strang 
entspricht, wobei das 3'-Ende des zweiten DNA-Oligonukleotids 1-5 Nukleotide 
stromaufwarts vom S'-Ende des ersten DNA-Oligonukleotids liegt, wenn die Sequenzen 
der DNA-Oligonukleotide dem Sense-Strang entsprechen, xmd wobei das 5'-Ende des 
zweiten DNA-Oligonukleotids 1-5 Nukleotide stromaufwarts vom 3'-Ende des ersten 
DNA-Oligonukleotids liegt, wenn die Sequenzen der DNA-Oligonukleotide dem 
Antisense-Strang entsprechen, 

eingefugt wird und an Stelle von Schritt c) und d) der Schritt 

e) Nachweis der -786 C- oder -786 T-Variante mittels einer Fluoreszenzresonanz- 
Energietransfer-(FRET)-gestiitzten DNA-Schmelzkurven- Analyse 

durchgefuhrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei die DNA-Oligonukleotide in Schritt a) 
Sequenzen getnafl SEQ ID NO: 35 und 36 oder 56 und 57 aufweisen. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 6, wobei die Fluoreszenzfarbstoff-modifizierten 
DNA-Oligonukleotide in Schritt a f ) Sequenzen gemafi SEQ ID NO: 37 und 38 oder SEQ 
ID NO: 58 und 59 aufweisen. 



Verfahren nach Anspruch 4 oder 6, wobei das Restriktionsenzym HpaJL ist. 
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9. Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 4 bis 8, umfassend DNA- 
Oligonukleotide, wobei ein DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die stromaufwarts 
der -786-Position dem Sense-Strang des eNOS-Gens entspricht und ein weiteres DNA- 
Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die stromabwarts der -786-Position dem Antisense- 
Strang des eNOS-Gens entspricht, gegebenenfalls Fluoreszenzfarbstoff-modifizierte DNA- 
Oligonukleotide, wobei ein erstes DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die die 
-786-Position des eNOS-Gens umfasst und dem Sense- oder- Antisense-Strang entspricht 
und zur —786 C-Variante des eNOS-Genpromotors komplementar ist, und ein zweites 
DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die dem Sense- oder Antisense-Strang 
entspricht, wobei das 3 ! -Ende des zweiten DNA-Oligonukleotids 1-5 Nukleotide 
stromaufwarts vom 5'-Ende des ersten DNA-Oligonukleotids liegt, wenn die Sequenzen 
der DNA-Oligonukleotide dem Sense-Strang entsprechen, und wobei das 5'-Ende des 
zweiten DNA-Oligonukleotids 1-5 Nukleotide stromaufwarts vom 3'-Ende des ersten 
DNA-Oligonukleotids liegt, wenn die Sequenzen der DNA-Oligonukleotide dem 
Antisense-Strang entsprechen, Reagenzien zur Durchfuhrung einer PCR und entweder ein 
Restriktionsenzym, das eine Erkennungssequenz aufweist, die mindestens 4 Nukleotide 
lang ist und die Sequenz S'-CCGG-S' aber nicht die Sequenz 5 , -CTGG-3 , enthalt und 
Reagenzien zur Durchfuhrung einer DNA-Spaltung, oder Reagenzien zur Durchfuhrung 
einer Fluoreszenzresonaiiz-Energietraiisfer-(FRET)-gestutzten DNA-Schmelzkurven- 
Analyse. 

10. DNA-Oligonukleotide mit einer Nukleinsauresequenz gemafi SEQ ID NO: 35 bis 40 sowie 
56 bis 61. 
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-871 CTGGTGTACCCCACCTGCATTCTGGGAACTGTAGTTTCCCTAGTCCCCCA 

STAT T 

-821 TGCTCCCACCAGGGCATCAAGCTCTTCCCTGGCCGG CTGACCCT GCCTCA 

-786 c-Jun 
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1 

SEQUENCE LISTING 

<110> Avontec GmbH 

5 <120> Funktionelle Korrektur der -786C/T-Varianz des humanen eNOS-Gens 

<130> HEC-008 PCT 

<140> unknown 
10 <141> 2003-09-12 

<150> DE 102 42 319 
<151> 2002-09-12 

15 <160> 63 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

20 <211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

25 <223> Decoy-Oligonucleotide 

<400>* 1 

agctcttccc tggccggctg ac 22 



30 



35 



<210> 2 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



<400> 2 

40 gtcagccggc cagggaagag ct 22 



WO 2004/027062 



2 



CT/DE2003/003028 



<210> 3 

<211> 22 

<212> DNA 

5 <213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 

10 <400> 3 

agctcttccc tggctggctg ac 22 



<210> 4 

15 <211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

20 <223> Decoy-Oligonucleotide 

<400> 4 

gtcagccagc cagggaagag ct 22 



25 



30 



<210> 5 

<211>- 23 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<400> 5 

35 cttccctggc cggctgaccc tgc 23 



<210> 6 

<211> 23 

40 <212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



WO 2004/027062 ^^CT/DE2003/003028 



<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
5 <400> 6 

gcagggtcag ccggccaggg aag 23 



<210> 7 

10 <211> 23 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

15 <223> Decoy-Oligonucleotide 

<400> 7 

cttccctggc tggctgaccc tgc 23 



20 



25 



<210> 8 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<2 23>~ Decoy-Oligonucleotide 



<400> 8 

30 gcagggtcag ccagccaggg aag 23 



<210> 9 

<211> 19 

35 <212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



40 



<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<400> 9 



WO 2004/027062 ^^CT/DE2003/003028 



gctcttccct ggccggctg 19 



<210> 10 

5 <211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

lO <223> Decoy-Oligonucleotide 

<400> 10 

cagccggcca gggaagagc 19 



15 



20 



35 



<210> 1-1 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223 > Decoy-Oligonucleotide 
<400> 11 

25 caagctcttc cctggccgg 19 



<210> 12 

<211> 19 

30 <212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



<400> 12 

ccggccaggg aagagcttg 19 



40 



<210> 13 
<211> 19 
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5 



<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 

<400> 13 

tcttccctgg ccggctgac 19 

<210> 14 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



<210> 15 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 

<400> 15 

ctggccggct gaccctgcc 19 

<210> 16 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



<400> 



14 



gtcagccggc cagggaaga 



19 
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6 



<400> 



16 



ggcagggtca gccggccag 



19 



<210> 17 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 

<400> 17 

tccctggccg gctgac . 16 

<210> 18 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



<210> 19 

<211> 10 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



<400> 



18 



gtcagccggc caggga 



16 



<400> 19 
ctggccggct 



10 
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<210> 20 

<211> 10 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

5 

<220> 

<2 2 3 > Decoy-Oligonucleot ide 

<400> 20 

10 agccggccag 10 



<210> 21 

<211> 10 

15 <212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 

20 

<400> 21 

ctggctggct 10 



25 <210> 22 

<211> 10 

<212>' DNA 

<213> Artificial Sequence 

30 <220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



35 



<400> 22 

agccagccag 10 



<210> 23 

<211> 16 

<212> DNA 

40 <213> Artificial Sequence 
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8 



<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<220> 

< 2 2 1 > mi s c_f ea tur e 
<222> (9) . . (9) 

<223> Y=c or t 

<400> 23 

tccctggcyg gctgac 16 

<210> 24 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (8) . . (8) 

<223> R=a or g 

<400> 24 

gtcagccrgc caggga 15 

<210> 25 

<211> 13 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



<220> 

<22l> misc feature 
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9 



<222> 



(6) . . (6) 



<223> 



Y=c or t 



<400> 



25 



ctggcyggct gac 



13 



<210> 26 

<211> 13 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (8) . . (8) 

<223> R=a or g 

<400> 26 

gtcagccrgc cag 13 

<210> fc 27 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Pecoy-Oligonucleotide 



<220> 



<221> misc feature 



<222> (6) . . (7) 



<223> B=g or t or c 



<220> 
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10 

<221> misc__f eature 
<222> (11) . . (11) 
<223> B=g or t or c 



<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (9) . . (9) 

<223> Y=c or t 



<400> 27 
tccctbbcyg bctgac 

<210> 28 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<220> 

< 2 2 1 > mi s c_f eature 

<222> (6) . . (6) 

<223>' V=g or c or a 



<220> 

< 2 2 1 > mi s c_f eature 

<222> (10) . . (11) 

<223> V=g or c or a 



<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (8) . . (8) 

<223> R=a or g 
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11 

<400> 28 

gtcagvcrgv vaggga 16 



5 <210> 29 

<211> 13 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

10 <220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 

<220> 

<221> misc_f eature 

15 <222> (5) . . (6) 

<223> B=g or t or c 



<220> 

20 <221> misc_f eature 

<222> (10) . . (10) 

<223> B=g or t or c 



25 <220> 

<221> misc_f eature 

<222> v (8) . . (8) 

<223> Y= c or t 



30 



<400> 29 

ccctbbcygb ctg 13 



35 <210> 30 

<211> 13 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



40 <220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
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12 



<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (4) . . (4) 

<223> V=g or c or a 

<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (8) . . (9) 

<223> V=g or c or a 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (6) . . (6) 

<223> R=a or g 

<400> 30 

cagvcrgwa ggg 13 

<210> 31 

<211> 13 

<212> DNA 

<213> v Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (3).. (4) 

<223> B=g or t or c 

<220> 

<221> misc_ feature 

<222> (8) . . (8) 

<223> B=g or t or c 
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13 



<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Y=c or t 



<400> 31 

10 ctbbcygbct gac 13 

<210> 32 

<211> 13 

15 <212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 

20 

<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (6) . . (6) 

<223> V=g or c or a 

25 



<220> t 

<221> mis cofeature 

<222> (10) . . (11) 

30 <223> V=g or c or a 



<220> 

< 2 2 1 > mi s c_f ea t ur e 

35 <222> (8).. (8) 

<223> R=a or g 



<400> 32 

40 gtcagvcrgv vag 13 



WO 2004/027062 




CT/DE2003/003028 



14 



<210> 33 

<211> 10 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<220> 

<22l> misc_feature 

<222> (3) ..(4) 

<223> B=g or t or c 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (8) . . (8) 

<223> B=g or t or c 

<220> 

< 2 2 1 > mi s c_f eature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Y=c or t 

<400> 33 

ctbbcygbct 10 

<210> 34 

<211> 10 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



<220> 

<221> misc feature 



10 



15 



40 



WO 2004/027062 ^^CT7DE2003/003028 

15 

<222> (3) . . (3) 
<223> V=g or c or a 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (7) . . (8) 

<223> V=g or c or a 



<220> 

<22l> misc_feature 

<222> (5) . . (5) 

<223> R=a or g 



<400> 34 

agvcrgwag 10 

20 

<210> 35 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

25 

<220> 

<223>" Decoy-Oligonucleotide 
<400> 3S 

30 gagtctggcc aacacaaatc c 21 



<210> 36 

<211> 21 

35 <212> DNA 4 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223 > Decoy-Oligonucleotide 



<400> 36 



WO 2004/027062 
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16 



gacctctagg gtcatgcagg t 



21 



<210> 37 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> DNA Oligonucleotide 

<400> 37 

gggtcagccg gccagggaa 19 

<210> 38 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> DNA Oligonucleotide 



<210> 39 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Primer 

<400> 39 

ggaacctgtg tgaccctc 18 



<400> 



38 



agcttgatgc cctggtggga g 



21 



<210> 40 
<211> 18 



10 



15 
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17 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Primer 



<400> 40 

ccacgtcata ctcatcca 18 



<210> 41 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Primer 



<400> 41 

20 gtactccaca ttcctacttc t 21 



<210> 42 

<211> 22 

25 <212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

L. 

<220> 

<223> Primer 

30 

<400> 42 

tttgggtcta ttccgttgtg tc 22 

35 <210> 43 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



40 



<220> 

<223> Primer 




4 



WO 2004/027062 ^^CT/DE2003/003028 

18 



10 



25 



<400> 43 

ggacacccat cccaaatcag tc 22 



<210> 44 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Primer 



<400> 44 

15 cacggtgaaa tactgcctgg tg 22 



<210> 45 

<211> 19 

20 <212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 



<223> Primer 
<400> 45 

tcaccatctt ccaggagcg 19 



30 <210> 46 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

35 <220> 

<223> Primer 

<400> 46 

ctgcttcacc accttcttga 20 

40 



WO 2004/027062 
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19 

<210> 47 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

5 

<220> 

<223> Primer 
<400> 47 

10 gttcatccgg caccagtcag 20 



<210> 48 

<211> 21 

15 <212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



20 



<220> 

<223> Primer 
<400> 48 

acgtgcacat gagctgccta c 21 



25 <210> 49 

<211> 21 

<212>" DNA 

<213> Artificial Sequence 

30 <220> 

<22 3 > Decoy-Oligonucleot ide 



35 



<400> 49 

cctgcattct gggaactgta g 21 



<210> 50 

<211> 21 

<212> DNA 

40 <213> Artificial Sequence 
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20 

<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<400> 50 

5 cctgtatgcc gtgagctata g 21 



<210> 51 

<211> 19 

10 <212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



15 



<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<400> 51 

gccggctgac cctgcctca 19 



20 <210> 52 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

25 <220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



30 



<400> 52 

tcttccctag ctgactgac 19 



<210> 53 

<211> 16 

<212> DNA 

35 <213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



40 



<400> 53 
tccctgaccg actcag 



16 



WO 2004/027062 
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21 



<210> 54 

<211> 16 

5 <212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



10 



<220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 
<400> 54 

tccctagctg actgac 16 



15 <210> . 55 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

20 <220> 

<223> Decoy-Oligonucleotide 



25 



<400> 55 

gtgcatttcc cgtaaatctt gtctaca 27 



<210>' 56 

<211> 22 

<212> DNA 

30 <213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Primer 

35 <400> 56 « 

ctgggaactg tagtttccct ag 22 



40 



<210> 57 
<211> 22 
<212> DNA 



WO 2004/027062 
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22 



<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Primer 

<400> 57 



<210> 58 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> DNA Oligonucleotide 

<400> 58 

gctcccacca gggcatcaag ct 

<210> 59 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220>" 

<223> DNA Oligonucleotide 

<400> 59 
ttccctggcc ggctga 

<210> 60 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



accctgtcat tcagtgacgc ac 



22 



<220> 

<223> Primer 



WO 2004/027062 

ft 




T7DE2003/003028 



<400> 60 

ggatgtggct gtctgcatgg ac 



5 <210> 61 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

10 <220> 

<223> Primer 

<400> 61 

tggtccacga tggtgacttt gg 22 

15 

<210> 62 

<211> 24 

<212> DNA 

20 <213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Primer 

25 <400> 62 

gaccacagtc catgccatca ctgc 24 



<210> 63 

30 <211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

35 <223> Primer 

<400> 63 

atgaccttgc ccacagcctt gg 22 



40 



